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1. LA VITAMINA A Y EL ÁCIDO RETINOICO 
1.1. La Vitamina A y el metabolismo del ácido retinoico 
Los efectos beneficiosos de la vitamina A podrían haber sido 
reconocidos por primera vez por los egipcios, que usaban hígado 
crudo, que es la fuente de la dieta más rica en vitamina A, para tratar 
retinopatías. Pero no fue hasta los primeros años del siglo XX cuando 
se identificaron las vitaminas, como factores necesarios para el 
mantenimiento de la salud de los animales. 
La vitamina A o retinol fue la primera de ellas en ser 
identificada, cuando en 1913 E. McCollum y M. Davis, y casi al 
mismo tiempo L. Mendel y T. Osborne, observaron que una sustancia 
liposoluble presente en mantequilla y yema de huevo era 
indispensable para el desarrollo normal de las ratas. En los años 30, se 
demostró que el β-caroteno, un componente normal de las plantas, 
podía convertirse en vitamina A y reemplazar a ésta en la dieta. La 
vitamina A se aisló por primera vez en 1937 por P. Barrer, que obtuvo 
el Premio Nobel gracias a ello, y se consiguió sintentizar en su forma 
pura cristalina diez años después en los laboratorios farmacéuticos de 
Roche por O. Isler.  
Los animales no son capaces de sintetizar de novo los 
retinoides, siendo las principales fuentes de retinol en la dieta la leche, 
los carotenoides vegetales y las reservas de vitamina A de tejidos 
animales, en forma de ésteres de retinol. La cantidad de vitamina A 
que necesita un adulto es entre 5 y 600 mg por día, de modo que un 
prolongado déficit o exceso en dicha cantidad podría acarrear graves 
consecuencias sobre la salud. 
 La deficiencia en vitamina A (VAD) se relacionó ya en 1925 
con alteraciones en el epitelio de roedores (Wolbach y Howe, 1978) y 
en adultos ocasiona principalmente problemas en la piel (Attar et al., 
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1997), en la respuesta inmune a enfermedades infecciosas (Pino-
Lagos et al., 2008) y en la visión, más concretamente en la visión 
nocturna que en casos extremos puede llegar a xeroftalmia 
(degradación irreversible de la córnea) y ceguera total (Maida et al., 
2008). Dado que es liposoluble y se excreta con dificultad, su exceso 
puede provocar náuseas, vómitos, visión borrosa, dolor y debilidad 
muscular y estados de alteración normal. Estos efectos tóxicos sólo se 
producen si la vitamina A es ingerida en forma de retinoide mientras 
que los carotenoides no generan estos síntomas. 
Como vitamina liposoluble, su absorción está relacionada con el 
metabolismo de los lípidos. Así, los ésteres de retinol son hidrolizados 
a retinol que es emulsionado con sales biliares para su mejor 
absorción por los enterocitos intestinales. En el caso de los 
carotenoides, la absorción tiene lugar por difusión pasiva en el 
enterocito donde son convertidos en retinol (Blomhoff, 1994). 
Parte de este retinol será transformado en 11-cis-retinal, que es 
transportado a la retina donde juega un importante papel en la función 
visual. Sin embargo, la mayor parte del retinol proveniente de la 
vitamina A tiene como destino su transformación en ácido retinoico 
(RA), su molécula biológicamente más activa (para revisión de la 
síntesis de RA, Duester, 2008). 
En primer lugar el retinol es liberado de los sitios de almacenaje 
(como el hígado) al torrente sanguíneo, donde circula unido a la 
proteína RBP4 (proteína de unión al retinol). El retinol es incorporado 
en determinadas células gracias al receptor STRA6. Una vez en el 
citoplasma celular, el retinol se une a la proteína RBP1 y puede ser 
metabolizado a RA en un proceso de dos reacciones de oxidación. La 
primera de ellas es la transformación reversible de retinol en 
retinaldehído, catabolizada por varias alcohol-deshidrogenasas (ADH, 
al menos tres) y retinol-deshidrogenasas (RDH, al menos dos). La 
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segunda oxidación en la conversión irreversible de retinaldehído en 
RA por retinaldehído-deshidrogenasas (RALDH, existen tres), las 
cuales muestran un patrón de expresión específico de tejido durante la 






Figura 1. Esquema resumen del metabolismo del RA. Se muestra la 
incorporación del retinol procedente de la dieta a las células, su 
transformación a RA (siendo la RDH10 la isoforma presente en el 
embrión), la liberación de éste para la señalización, la activación 
transcripcional mediante unión a receptores nucleares y finalmente, la 
degradación de RA por los enzimas CYP26 (adaptado de Maden, 
2007). 
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Las proteínas celulares de unión al RA 1 y 2 (CRABP) se unen 
al RA recién sintetizado, siendo la CRABP1 la que facilita la 
conversión a retinil-ésteres para el almacenamiento y CRABP2 la que 
facilita la entrada del RA al núcleo (para revisión, Noy, 2000). En el 
núcleo, el RA interacciona con receptores nucleares (RARs y RXRs) 
para activar la transcripción de genes específicos que poseen una 
secuencia RARE (elemento de respuesta al RA). Por último, el RA 
sale del núcleo y es catabolizado por la familia CYP26 (participan tres 
tipos) de los enzimas del citrocromo P450 (Figura 1). Además, 
muchos de los enzimas y proteínas que participan en el ciclo del RA, 
como CRABP2, CYP26 y los receptores, son regulados por la 
respuesta al mismo RA. 
 
1.2. Mecanismo de acción del ácido retinoico 
1.2.1. Generalidades de la Superfamilia de Receptores Nucleares 
de Hormonas 
Los receptores nucleares constituyen una superfamilia de 
factores de transcripción que regulan la expresión génica de forma 
dependiente de su ligando, aunque algunos pueden hacerlo de forma 
independiente de ligando. Los miembros de la familia de receptores 
nucleares incluyen receptores para las hormonas esteroideas, tales 
como estrógenos (ER), glucocorticoides (GR) andrógenos (AR) y 
progesterona (PR), receptores para hormonas no esteroideas, como la 
hormona tiroidea (TR), receptores para vitaminas, como la 1,25-
dihidroxi-vitamina D (VDR) y el ácido retinoico (RAR y RXR) o 
receptores que se unen a diversos productos del metabolismo, tales 
como ácidos grasos (PPAR) y oxiestereoles (LXR). La familia de 
receptores nucleares, también incluye los llamados receptores 
huérfanos, para los que no se ha descubierto ningún ligando aunque 
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muchos poseen actividad fisiológica aparente. El mal funcionamiento 
de los receptores nucleares tiene efectos graves en la proliferación, 
reproducción y metabolismo, provocando cáncer, infertilidad, 
obesidad y diabetes (para revisión, Aranda y Pascual, 
2001;Gronemeyer et al., 2004). 
Estos receptores, ya sea en forma de monómeros, homodímeros 
o heterodímeros con RXR, se unen a secuencias específicas de DNA 
llamadas elementos de respuesta a hormona (HRE), actuando como 
factores de transcripción y regulando directamente la expresión de 
genes diana. Los HREs poseen la secuencia consenso RGGTCA, 
siendo R una purina. La actividad de los receptores está regulada a 
través de un gran número de coactivadores y correpresores 
transcripcionales (McKenna et al., 1999;Rosenfeld et al., 2006), así 
como por la fosforilación de estos factores o de los propios receptores 
(Rochette-Egly, 2003). 
Los miembros de la superfamilia de receptores nucleares 
presentan una estructura modular, con diferentes regiones 
correspondientes a dominios con funcionalidad autónoma que pueden 
ser intercambiados entre receptores relacionados sin pérdida de 
función. Un receptor nuclear clásico consta de un dominio central de 
unión a DNA o dominio C, que está muy conservado y que les 
caracteriza; un dominio A/B en la zona N-terminal, región no 
conservada y de tamaño e importancia funcional variable; un dominio 
D o región bisagra, que contiene la señal de localización nuclear; un 
dominio E de unión al ligando; y en algunos receptores un dominio F 
que podría tener función reguladora. Además, poseen dos dominios de 
transactivación: AF-1 en el dominio A/B y AF-2 en el dominio de 
unión al ligando. 
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1.2.2. Receptores Nucleares de retinoides 
Las acciones del RA están mediadas por dos tipos de receptores 
pertenecientes a la superfamilia de los Receptores Nucleares de 
Hormonas: RARs (receptores de ácido retinoico) y RXRs (receptores 
de retinoide X). Cada tipo de receptor nuclear incluye tres subtipos (α, 
β y γ) generados a partir de tres genes distintos. Para cada subtipo 
existen dos o más isoformas generadas por la utilización de diferentes 
promotores o por splicing alternativo. Los RXRs pueden formar 
homodímeros y heterodímeros con diversos receptores nucleares 
mientras que los RARs únicamente pueden formar heterodímeros con 
los RXRs. El ácido retinoico todo-trans (RA) es el ligando natural 
para el receptor RAR y el ácido retinoico 9-cis actúa como ligando del 
receptor RXR, aunque también puede unirse a RAR (para revisión, 
Mark et al., 2006). 
Los RAR y RXR se expresan prácticamente por todo el 
organismo en el embrión y en el adulto (para revisión, Lane y Bailey, 
2005;Germain et al., 2006). El RARα se expresa de manera ubicua, 
mientras que RARβ y RARγ presentan un patrón de expresión que 
varía en función del tejido y etapa del desarrollo. Del mismo modo, 
RXRβ se expresa de manera ubicua, mientras que RXRα y RXRγ 
tienen un patrón más restringido. 
Los receptores nucleares de retinoides funcionan como factores 
de transcripción regulados por ligando y fundamentalmente modifican 
la actividad transcripcional de genes específicos. Como ya 
comentamos anteriormente, actúan mediante la formación de 
heterodímeros (RAR/RXR) que reconocen secuencias consenso en los 
promotores de estos genes conocidas como RARE (para una lista de 
los genes diana conocidos hasta el momento, McCaffery y Drager, 
2000). Los RAREs corresponden a repeticiones directas del motivo 
5’-PuG(G/T)TCA separadas por uno (DR+1), dos (DR+2) o cinco 
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(DR+5) nucleótidos. Estos genes pueden influir en la respuesta celular 
al RA en varios niveles, como son: la incorporación de retinol de la 
sangre, la participación de enzimas que convierten el retinol a RA, la 
presencia de receptores RAR y RXR, y la unión de reguladores y 
represores que interactúan con los receptores. 
Se propuso un modelo para explicar cómo los heterodímeros de 
RAR/RXR regulan la transcripción (Glass y Rosenfeld, 2000), según 
el cual en ausencia de ligando, el complejo RAR/RXR estaría unido a 
proteínas correpresoras como NCoR o SMRT y a factores asociados a 
una estructura cromatínica inactiva como histona desacetilasas y 
DNA-metil-transferasas. Con la unión de un ligando a RAR, los 
correpresores serían liberados al mismo tiempo que se reclutan 
complejos de histona acetiltransferasas o histona arginina metil-
transferasas que permitirían la activación de la transcripción. 
El receptor RAR puede sufrir modificaciones post-
traduccionales en respuesta a determinadas cascadas de señalización, 
siendo la fosforilación la que juega un papel más relevante. Tanto el 
dominio AF-1 como el de unión a ligando son sustratos de distintas 
kinasas activadas por una gran variedad de señales extracelulares 
(Bastien y Rochette-Egly, 2004;Bruck et al., 2009). 
Además, se ha identificado al receptor activado por 
proliferadores del peroxisoma β/δ (PPARβ/δ) como otro receptor, 
aparte de RAR, al que el RA puede unirse (Shaw et al., 2003). La 
importancia de este hecho radica en que la unión de RA a PPARβ/δ, 
favorecida en situaciones donde la proteína de unión a ácidos grasos 
FABP5 predomina sobre CRABP2, provocaría efectos opuestos a los 
observados cuando la unión es con RAR, como supervivencia y 
proliferación (Schug et al., 2007). En ambos casos, RXR es 
indispensable para la dimerización del receptor nuclear implicado 
(Figura 2). 
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Unión del ligando 















Figura 2. Diferentes efectos del RA según la unión a distintos tipos 
de receptores. El RA incorporado a la célula es transportado por la 
proteína FABP5 o CRABP2, dependiendo del ratio entre las 
cantidades de ambas. Si es FABP5, el RA se unirá al receptor PPAR 
que desencadena una respuesta de supervivencia. Si por el contrario 
predomina CRABP2, el receptor implicado es RAR y la respuesta 
inducida es de apoptosis (adaptado de Michalik y Wahli, 2007). 
 
1.3. El ácido retinoico como molécula señalizadora 
1.3.1. Desarrollo embrionario 
Los retinoides son participantes esenciales en el desarrollo 
embrionario, así como en la homeostasis  del organismo adulto. Ya en 
los años treinta, se descubrió que un déficit materno en ratas de 
vitamina A producía importantes anomalías y malformaciones 
congénitas que ocasionaban la muerte del feto (Mason, 1935). Por otro 
lado, un exceso de vitamina A también produce teratogénesis, 
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indicando que la concentración de RA es finamente regulada durante 
el desarrollo (para revisión, McCaffery et al., 2003). 
Durante la embriogénesis de los vertebrados, el RA juega un 
papel fundamental en la regulación de numerosos procesos (para 
revisión, Ross et al., 2000). Una de sus principales funciones la ejerce 
en el desarrollo de los órganos derivados del tubo neural, como el 
sistema nervioso central (Durston et al., 1989). Esto es debido a que 
los genes Hox, cuya expresión diferencial a lo largo del eje antero-
posterior es clave para la formación, entre otros, del romboencéfalo, 
son diana del RA (Oosterveen et al., 2003). 
Además, el RA tiene también un papel importante en el 
desarrollo de órganos derivados del mesodermo (simetría bilateral de 
somitas, corazón y extremidades anteriores), del endodermo (páncreas 
y pulmón), así como en los movimientos morfogenéticos que tienen 
lugar para la formación del ojo, los riñones y el tracto genitourinario 
(para revisión, Duester, 2008). 
Mediante el empleo de ratones mutantes donde cada uno de los 
isotipos de RAR y RXR fue inactivado, se han realizado estudios con 
el objetivo de identificar el papel que cada uno juega durante el 
desarrollo (para revisión, Lefebvre et al., 2005). Como resumen, se 
concluye que la inactivación de una sola forma de RAR no produce 
malformaciones graves, mostrando una redundancia funcional parcial 
entre las isoformas α, β y γ. Respecto a RXR, la forma que parece 
responsable de la gran mayoría de los efectos en embriogénesis es 
RXRα. 
La actividad del RA en el embrión de ratón se observa por 
primera vez a partir de los siete días y medio. Respecto al 
metabolismo del RA, en el paso de retinol a retinaldehído sólo los 
mutantes en RDH10 resultan en letalidad embrionaria en el día 13 
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(Sandell et al., 2007). En la segunda oxidación, los estudios con 
ratones knock-out deficientes en RALDH2 muestran que ésta es la 
principal enzima implicada en la generación de RA en embriones, y de 
hecho, es la única que funciona entre los días 7,5 y 8,5 (Molotkova et 
al., 2005). 
 
1.3.2. Diferenciación neuronal 
El RA, además de su contribución en la morfogénesis del 
sistema nervioso (SN) estableciendo los patrones anteroposterior y 
dorsoventral de la placa y el tubo neural, tiene un papel en la 
regulación de la diferenciación de neuronas durante el desarrollo (para 
revisión, Maden, 2002). 
En la médula espinal, el RA junto con el factor de crecimiento 
de fibroblastos (FGF) y la ruta de señalización SHH (Sonic 
Hedgehog), son necesarios para establecer un gradiente ventral que 
genera las moto-neuronas (Appel y Eisen, 2003;Díez del Corral y 
Storey, 2004). Consecuentemente, en ausencia de señalización por 
RA, el neuroectodermo no diferenciado de la médula espinal no es 
capaz de generar este tipo de neuronas (Novitch et al., 2003). Además, 
el RA puede ser usado, junto con la inducción de la ruta SHH, para 
generar moto-neuronas a partir de células madre embrionarias tanto de 
ratón (Wichterle et al., 2002) como de humano (Li et al., 2005). 
Así, partiendo de células madre embrionarias, hematopoyéticas 
y neurales, mediante la combinación del RA con distintos factores de 
crecimiento y neurotrofinas, se pueden generar tipos específicos de 
células neuronales, que se han tratado de aplicar en el tratamiento del 
Parkinson (Dziewczapolski et al., 2003) y de la enfermedad de 
Huntington (Bosch et al., 2004).  
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Otro aspecto importante sería la reactivación por el RA de 
programas de desarrollo en neuronas del adulto, abriendo la puerta a 
su uso como regulador de la regeneración (para revisión, Maden, 
2007). De hecho, en el SN periférico se conoce que el RA está 
implicado en la respuesta regenerativa producida frente a un daño en 
los nervios y que el receptor RARβ2 es el más importante, pues su 
expresión se incrementa con el daño y en situaciones donde se 
produce un crecimiento de neuritas (Wong et al., 2006). En el SN 
central, el daño en la médula espinal no produce regeneración axonal 
ni inducción de RARβ2. Sin embargo, la transfección en neuronas 
corticales de rata adulta de RARβ2 permite superar el ambiente 
inhibitorio existente en el SN central, pues se observa un mayor 
número de neuritas y una mejora funcional en animales con lesión 
corticoespinal (Yip et al., 2006). 
El papel del RA en la diferenciación neuronal ha sido 
ampliamente estudiado en modelos de líneas celulares establecidas de 
carcinoma embrionario y neuroblastoma (Jones-Villeneuve et al., 
1982;Sidell et al., 1983;Thompson et al., 1984;Andrews, 1984;Thiele 
et al., 1985). Esta diferenciación hacia diversos tipos de neuronas y 
células glía va acompañada de cambios en la expresión de genes 
implicados en diferenciación y proliferación. 
 
1.3.3. Cáncer y quimioprevención 
 Las primeras evidencias de las propiedades anticancerígenas del 
RA surgieron a finales de los años 70, cuando se observó que los 
retinoides inhibían el crecimiento de células tumorales en cultivo 
(Lotan y Nicolson, 1977) y que inducían la diferenciación de células 
de teratocarcinoma in vitro e in vivo (Strickland y Mahdavi, 1978). 
Más tarde, estudios epidemiológicos mostraron una asociación inversa 
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entre la incidencia del cáncer y los niveles de vitamina A y/o β-
caroteno en el plasma (para revisión, Niles, 2004). En la actualidad, 
está ampliamente extendido el uso de retinoides en quimioprevención 
y terapia cancerosa, para casos de enfermedades preneoplásicas (como 
leucoplaquia oral, displasia cervical y xerodermia pigmentosa) y 
segundas recaídas en cánceres de hígado, tracto aero-digestivo y 
mama (para revisión, Hong y Sporn, 1997;Sun y Lotan, 2002). 
Además, en combinación con otros compuestos, como el interferón-
α2A, son activos en el tratamiento de cánceres de piel, cuello uterino 
y renal en estado avanzado (Berg et al., 2000). 
 La implicación más directa se da en el caso de la leucemia 
promielocítica aguda (APL), donde debido a una translocación 
cromosómica recíproca se produce una proteína de fusión PML-
RARα, que posee una mayor eficiencia de unión a los correpresores 
NCoR y SMRT (de The et al., 1990). De este modo, los genes diana 
de RAR están más silenciados impidiendo la diferenciación de las 
células APL. Gracias al tratamiento con RA, esta enfermedad pasó de 
tener unos altos niveles de letalidad a ser curable, mediante 
combinación con quimioterapia, en un 70% de los casos (para 
revisión, Tallman y Nabhan, 2002;Okuno et al., 2004). Además, altas 
concentraciones de RA pueden inducir apoptosis a través de la 
inducción de TRAIL (ligando asociado a apoptosis por factor de 
necrosis tumoral), una molécula relevante en investigación oncológica 
(Altucci y Gronemeyer, 2001). 
 Un punto importante constituye el papel de RARβ como 
supresor tumoral. Es el único receptor de RA cuyos niveles se 
encuentran drásticamente disminuidos en diversos tipos de células 
tumorales, de modo que al recuperar su expresión se observa una 
mejor respuesta clínica (para revisión, Pavan et al., 2006). Más 
recientemente, se identificó a la isoforma RARβ1’ como un supresor 
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tumoral en el pulmón y con funciones biológicas distintas a las 
descritas previamente para otras isoformas de  RARβ (Petty et al., 
2005). Sin embargo, en otros tipos de tumores, como en las células de 
carcinoma embrionario NT2/D1, el receptor necesario para la 
diferenciación mediada por retinoides es el RARγ (Kitareewan et al., 
1999). 
 Existen casos de resistencia farmacológica, que normalmente 
implican un mayor catabolismo del RA por los citocromos P450 o su 
secuestro por proteínas de unión citosólicas. Muchos de los estudios 
actuales tratan sobre la resistencia en pacientes al tratamiento con RA, 
así como a frenar sus efectos secundarios (para revisión, Freemantle et 
al., 2003). Para ello ha sido muy relevante el empleo de estrategias 
genómicas y proteómicas para identificar los genes diana inducidos en 
la quimioprevención por retinoides (Ma et al., 2007). Una estrategia 
es utilizar agentes bloqueadores del metabolismo del RA, como el 
liarozol (Njar, 2002). También ha resultado exitoso el empleo de 
retinoides atípicos, como el 4-HPR, CD437 y TAC101, que poseen 
efectos antiproliferativos y apoptóticos y cuya toxicidad es menor que 
la que los retinoides clásicos (para revisión, Dawson, 2004). 
 
1.4. El ácido retinoico y el neuroblastoma 
El neuroblastoma es un tumor infantil que se origina a partir de 
células de la cresta neural que migran en el embrión para formar los 
ganglios simpáticos y la médula suprarrenal. Son tumores muy 
heterogéneos que pueden tener distintas localizaciones anatómicas y 
características clínicas (Alexander, 2000).  
A pesar de su origen tumoral, las líneas celulares de 
neuroblastoma pueden ser inducidas a diferenciar in vitro mediante 
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tratamiento con varios compuestos, incluyendo el RA (Sidell, 
1982;Thiele et al., 1985;Lavenius et al., 1994).  
 
1.4.1. Aspectos básicos 
En la diferenciación inducida por RA de células de 
neuroblastoma (para revisión, Clagett-Dame et al., 2006), el RA 
modifica el balance entre factores inhibidores y promotores de la 
diferenciación a favor de éstos últimos, mostrando cambios similares a 
los que ocurren en la maduración de células de la cresta neural 
(Tsokos et al., 1987). Esta diferenciación está caracterizada por una 
inhibición de la proliferación y un incremento en el número y longitud 
de las neuritas. Además, incrementa enormemente los niveles del 
receptor RARβ (Giannini et al., 1997). 
Entre las células de neuroblastoma, una de las líneas celulares 
más empleadas como modelo es la SH-SY5Y (Figura 3). Proceden de 
la tercera subclonación sucesiva de la línea SK-N-SH (Ross et al., 
1983). Estas células diferenciadas in vitro con RA poseen un fenotipo 
neural, tanto morfológica- como funcionalmente por la expresión de 
marcadores neuronales, y por lo tanto son consideradas como un 
modelo útil y ampliamente aceptado para el estudio de las fases 
iniciales de la diferenciación neuronal (Pahlman et al., 1995;Singh et 
al., 2003). 
Distintos estudios implican a diferentes cascadas de señalización 
en la diferenciación causada por RA. Por una parte, los experimentos 
con el inhibidor de PI3K LY294002, demostraron que esta vía era 
esencial para la diferenciación de las células SH-SY5Y (López-
Carballo et al., 2002;Pan et al., 2005). Un estudio más reciente 
muestra cuáles podrían ser los genes regulados por esta ruta mediante 
el empleo de chips de DNA (Nishida et al., 2008).  
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Por otro lado, también estarían implicadas las MAP kinasas. La 
kinasa N-terminal c-Jun (JNK) sería necesaria para la diferenciación 
pues ésta no se produce al introducir un dominante negativo de la 
kinasa SEK1 que se encuentra upstream de JNK (Yu et al., 2003). El 
papel de ERK1/2 también ha sido demostrado en otros trabajos 
(Encinas et al., 1999;Cañón et al., 2004;Miloso et al., 2004). 
Concretamente, en el trabajo de Miloso et al. se determinó que la 
activación de ERK al tratar con RA es importante para la 
supervivencia celular pero no para la neuritogénesis, siendo la protein-
kinasa C (PKC), que suele ser activada por PI3K, la que jugaría un 





1µM RA, 48 h.  
Figura 3. Diferenciación producida por el RA en células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y. Se observa que la diferenciación 
inducida por el RA produce un cambio en la morfología de las células, 
que adquieren un fenotipo neural, caracterizado principalmente por el 
incremento en el número y longitud de las neuritas, que son las 
precursoras de dendritas y axones. 
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1.4.2. Importancia terapéutica 
El neuroblastoma representa la forma más común de tumor 
sólido extracraneal de la infancia, pues supone más del 50% de los 
cánceres del lactante y tiene una incidencia de 8-10 casos por millón 
de niños y año en Europa. Es la neoplasia que muestra más casos de 
regresión espontánea y diferenciación a tumor benigno, siendo 
considerados neuroblastomas de “bajo riesgo” y que suponen 
alrededor de un 40% del total. Por el contrario, tiene un 
comportamiento muy agresivo cuando llega a metástasis, 
especialmente en niños mayores de un año. En estos casos el 
neuroblastoma es de “alto riesgo” y representan el 45% del total (para 
revisión, Brodeur et al., 1993). 
Con el uso de la quimioterapia de inducción, cirugía y 
megaterapia con transplante autólogo, la tasa de respuesta oscila entre 
el 60% y el 80% de todos los pacientes, pero muchos de ellos recaen 
posteriormente. Las recaídas suelen tener características metastásicas 
y guardan relación con la persistencia de enfermedad residual mínima. 
Para intentar reducir estos efectos negativos y aumentar la 
supervivencia, se están utilizando anticuerpos monoclonales y agentes 
diferenciadores como los retinoides (para revisión, Castel et al., 
2005). 
Se han producido avances con la introducción del 13-cis-RA 
como agente terapéutico diferenciador en el tratamiento de la 
enfermedad residual mínima posterior a la quimio- y radioterapia y al 
transplante de médula ósea, lo que permitía aumentar la supervivencia 
libre de enfermedad para pacientes de neuroblastoma de “alto riesgo” 
(Matthay et al., 1999). A pesar de que no se conoce con exactitud su 
mecanismo de acción, el RA resulta efectivo en muchos casos, y 
también se han realizado ensayos con otros retinoides citotóxicos, 
como la fenretinida (4-HPR) combinada con moduladores de ceramida 
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(Reynolds et al., 2003). Los resultados más recientes indican que la 
cirugía mieloablativa, seguida de un transplante autólogo de médula 
ósea y quimioterapia con 13-cis-RA resulta en una mejora de la 
supervivencia a 5 años, pasando de un 40 a un 60% cuando se emplea 
el tratamiento con RA (Matthay et al., 2009). 
 
 
2. MECANISMOS NO GENÓMICOS EN LA ACCIÓN 
HORMONAL 
2.1. Comparación acciones genómicas y no genómicas 
En 1942, Hans Seyle descubrió que algunos esteroides inducían 
algunos efectos sólo unos minutos después de su aplicación, mientras 
que los principales efectos conocidos entonces no ocurrían hasta horas 
o días después. En la década de los 70, también se identificó un rápido 
cambio en la concentración de calcio en respuesta al estrógeno en 
células endometriales, así como la presencia de sitos de unión 
específicos y de alta afinidad para esta hormona en la superficie de 
dichas células (Pietras y Szego, 1975;Pietras y Szego, 1977). Estas 
son las primeras observaciones de lo que años más tarde se llamó 
acciones no genómicas o extranucleares de las hormonas esteroideas. 
El mecanismo de acción hormonal clásico o tradicional se basa 
en la regulación de la transcripción por los receptores hormonales 
nucleares. En el caso de los receptores de hormonas esteroideas 
(SHRs), pueden encontrarse en el citoplasma o en el núcleo, de modo 
que la unión a su ligando específico induce un cambio conformacional 
que permite al receptor translocarse al núcleo (si es citoplasmático) y 
homo- o heterodimerizarse. Entonces, es capaz de unirse a ciertas 
regiones del DNA en los promotores de los genes para regular la 
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expresión génica, interaccionando con la maquinaria transcripcional. 
Estas acciones se llaman genómicas y son lentas (del rango de horas). 
Por el contrario, durante la última década se vienen describiendo 
otro tipo de acciones hormonales llamadas no genómicas (para 
revisión, Losel y Wehling, 2003;Simoncini y Genazzani, 2003;Levin, 
2008) y que están caracterizadas por: 
a) Son acciones rápidas (del rango de segundos o minutos). 
b) No requieren síntesis ni de RNA ni de proteínas, por lo que no 
están afectadas ni por inhibidores de la transcripción (como 
actinomicina D) ni por inhibidores de la traducción (como 
cicloheximida). 
c) Ocurren en células que carecen de un núcleo “normal y funcional” 
o con cromatina altamente compactada, como espermatozoides o 
eritrocitos. 
d) Se reproducen al usar análogos de hormonas que no pueden entrar 
al interior celular o al emplear receptores de hormonas mutantes que 
no son capaces de activar la transcripción. 
 Este tipo de acciones han ido adquiriendo una importancia 
creciente, pasando de menos de 50 publicaciones en los años 80 a 
alrededor de unas 1000 en la actualidad. Estos efectos no genómicos 
están mediados por: adenil-ciclasa (AC); GPCRs (receptores 
acoplados a la proteína G); tirosin-kinasas que desencadenan rutas de 
señalización a través de Src, PI3K/Akt, MAP-kinasas, etc.; y aumento 
de la concentración de Ca2+ y del pH intracelular (Cheskis, 2004). 
Existe cierta controversia sobre cuáles son los receptores que 
inician estas acciones: podría estar implicada una subpoblación de 
receptores nucleares (que podría tratarse del receptor clásico u otro 
distinto) que se localiza en la membrana plasmática; que sean los 
                                             Introducción 
 21 
propios receptores nucleares que se translocan a la membrana o que 
fuesen otros receptores de membrana ya conocidos que tendrían como 
propiedad “secundaria” unirse a las hormonas. Los estudios realizados 
hasta el momento muestran que en muchos casos depende de la 
hormona considerada y del tipo celular concreto. Esta interacción 
entre los receptores de los diferentes compartimentos celulares y el 
ambiente específico de la célula serían importantes para un control 
fino de la respuesta, activando diferentes cascadas de señalización 
frente a una misma hormona (para revisión, Wehling y Losel, 
2006;Losel y Wehling, 2008). 
Otro aspecto importante que aún no es conocido completamente 
es la integración entre ambas respuestas: la nuclear y la no genómica. 
Son conocidos varios ejemplos, especialmente en el estudio de los 
estrógenos, donde la activación de cascadas de señalización afecta al 
proceso de transcripción a distintos niveles, por fosforilación del 
receptor nuclear o de sus coactivadores o de otros factores de 
transcripción (Sp-1, NFκB, Stat, FOXO), repercutiendo así en la 
regulación de la expresión génica (para revisión, Levin, 
2005;Bjornstrom y Sjoberg, 2005).  
Dado, por tanto, que la señalización rápida por esteroides puede 
producir cambios sobre la transcripción, la denominación “no 
genómica” de estos efectos parece poco apropiada, por lo que se ha 
propuesto un nuevo término, “acciones esteroideas iniciadas en la 
membrana”, fundamentado en la idea de que estas acciones se generan 
a partir de segundos mensajeros y kinasas que están organizados 
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2.2. Acciones no genómicas de las hormonas esteroideas 
Como ya he comentado en el apartado anterior, durante estos 
últimos años se han ido identificando numerosos efectos asociados a 
las acciones no genómicas en prácticamente todas las hormonas 
esteroideas y en otras (vitamina D, aldosterona, glucocorticoides y 
hormonas tiroideas) cuyos receptores también pertenecen a la misma 
superfamilia de los receptores esteroideos. En la figura 4 se muestra 





Acción genómica del 
receptor “clásico”
Esteroide
Acción no genómica del 
receptor “clásico”









Figura 4. Representación esquemática de las acciones genómicas y 
no genómicas de las hormonas esteroideas. Las acciones genómicas 
mediadas por los receptores clásicos son lentas y afectan directamente 
a la transcripción. Las acciones no genómicas, mediadas por 
receptores “clásicos” o “no clásicos”, son más rápidas y se producen a 
través de cascadas de señalización o segundos mensajeros (adaptado 
de Losel y Wehling, 2003). 
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La hormona mejor estudiada respecto a sus efectos no 
genómicos es el estrógeno, sugiriendo un papel importante de estas 
acciones en la cardio-, neuro- y osteo-protección inducidas por los 
estrógenos. El 17-β-estradiol (E2) es capaz de activar rápidamente 
diversas kinasas (MAPKs, PI3K, PKC) y fosfatasas, y también 
incrementar el AMPc y el calcio intracelular (para revisión, Hammes 
y Levin, 2007).  Para la activación de la ruta Src/MAP-Kinasa, el 
receptor de estrógenos ha de interaccionar con el dominio SH2 de Src, 
pero requiere de la presencia de una tercera molécula, MNAR 
(modulador de la acción no genómica de ER), que a su vez 
interacciona con el dominio SH3 de Src. Al mismo tiempo, Src podría 
fosforilar a MNAR para facilitar su interacción con p85 y activar así a 
PI3K. MNAR podría también participar en los efectos no genómicos 
de otras hormonas (para revisión, Cheskis et al., 2008).  
Otro efecto muy estudiado del estradiol es la activación de la 
ruta PI3K/Akt en células endoteliales, que conduce a la fosforilación 
de la enzima eNOS (óxido nítrico sintasa), produciendo un incremento 
de los niveles de óxido nítrico (NO), que actúa como vasodilatador 
(para revisión, Shaul, 1999). Más tarde, se descubrió que para la 
activación de dicha ruta es necesaria la interacción del receptor con 
p85 (Simoncini et al., 2000). 
En algunos casos se ha descrito que los receptores implicados en 
las acciones no genómicas serían los receptores clásicos ya conocidos 
ERα y ERβ, de los que una pequeña fracción (5-10%) se localizarían 
en la membrana asociados a caveolas y que también podrían 
encontrarse como formas truncadas (Razandi et al., 2002;Pedram et 
al., 2006). Por otro lado, ciertos trabajos asocian el receptor huérfano 
acoplado a proteína G GPR30 a los efectos rápidos de estrógenos 
(Filardo et al., 2000;Revankar et al., 2005), aunque existe controversia 
en si podría funcionar independientemente o en colaboración con el 
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ERα de la membrana, como en la proliferación inducida por E2 a 
través de c-fos y ciclina D1 (Albanito et al., 2007). 
Uno de los primeros efectos extragenómicos descritos fue la 
inducción de la maduración de oocitos por la progesterona, que 
posteriormente se asoció con la activación de la kinasa JNK 
(Bagowski et al., 2001). Otra de sus acciones más conocidas es la 
reacción acrosómica en el espermatozoide, donde se produce una 
respuesta casi instantánea en el Ca2+ intracelular (Osman et al., 1989). 
Más recientemente, se ha avanzado en los mecanismos responsables 
de estos efectos, asociando la activación de la ruta Src/Ras/ERK con 
la interacción del receptor clásico PR con el dominio SH3 de Src 
(Boonyaratanakornkit et al., 2001). Además, se identificó un receptor 
“no clásico” de progesterona asociado a la membrana (mPR) 
homólogo al GRP30 de estrógenos (Zhu et al., 2003), y otro receptor 
de membrana que une progesterona en los espermatozoides 
(PGMRC1), que también podrían ser responsables de algunos de los 
efectos extranucleares (para revisión, Losel et al., 2005). 
Los andrógenos desencadenarían la ruta Src/ERK, para lo que, al 
igual que con la progesterona, sería necesaria la interacción del 
receptor de andrógenos AR con Src a través de su dominio SH3 
(Migliaccio et al., 2000). Sus efectos no genómicos podrían tener 
relación con la proliferación de células de la próstata y el desarrollo de 
espermatozoides actuando sobre las células de Sertoli (Walker, 2003). 
Respecto a las acciones no genómicas del resto de hormonas, 
podemos destacar la regulación de procesos fisiológicos, como el 
incremento de la resistencia vascular sistémica por la aldosterona 
(Schmidt et al., 2005), la estimulación del transporte intestinal de 
calcio por la vitamina D mediado por el receptor “no clásico” Erp57 
(Nemere et al., 2004) y el efecto neuroprotector por hormonas 
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tiroideas que parece relacionarse con la modificación de la función del 
receptor de estrógenos (Tang et al., 2004). 
 
2.3. Acciones no genómicas del ácido retinoico 
En nuestro laboratorio se descubrió que el RA activaba la ruta 
PI3K/Akt y que dicha activación era necesaria para la inducción de la 
diferenciación de las células SH-SY5Y (López-Carballo et al., 2002). 
Al mismo tiempo, se describió que la activación de la vía de PI3K por 
RA está implicada en la inducción de la transglutaminasa en células 
NIH3T3 (Antonyak et al., 2002). Dichos trabajos representaron los 
primeros ejemplos de acciones rápidas extra-genómicas del RA. 
Como continuación de ese trabajo, nuestro grupo determinó que 
el RA activa, mediante una acción no genómica independiente de 
transcripción y traducción, a las rutas de PI3K/Akt y la MAP kinasa 
ERK (Figura 5). En este mismo trabajo, se demostró que la activación 
de PI3K por RA se produce a través de la interacción entre el receptor 
RAR y las dos subunidades de PI3K, que es regulada diferencialmente 
por la unión de RA a RAR (Masiá et al., 2007). 
Así, durante estos años ha ido en aumento el número de 
publicaciones referidas a las acciones no genómicas del RA en 
diversos tipos celulares e implicando a distintas vías de señalización, 
de las que describiré algunas de las aportaciones más relevantes. 
Uno de los modelos más estudiados son las células de leucemia 
promielocítica aguda, donde el tratamiento con RA produce un 
aumento de los niveles de AMPc (Zhao et al., 2004), una activación 
de la kinasa p70S6 a través de la vía de PI3K/Akt/mTOR (Lal et al., 
2005) y un incremento de la actividad de la sulfatasa de esteroides 
dependiente de PI3K y también de la MAP kinasa ERK (Hughes et 
al., 2006).  





Figura 5. El RA activa las vías de señal de PI3K/Akt y ERK 
mediante una acción no genómica. A. El RA induce la fosforilación 
de Akt, siendo detectable a partir de 5 min. B. La activación de Akt se 
produce por una acción rápida extra-genómica, pues no es inhibida ni 
por actinomicina (inhibidor de la transcripción) ni por cicloheximida 
(inhibidor de la traducción). C. El RA también es capaz de activar a la 
ruta de las MAP kinasas, como se demuestra por la rápida 
fosforilación de la kinasa ERK (adaptado de Masiá et al., 2007). 
 
Otro efecto muy estudiado es la inducción por RA de la 
fosforilación rápida del factor de transcripción CREB. Primeramente, 
se describió su activación y un incremento de la transcripción mediada 
por este factor, a través de la vía de ERK en clones de células PC12 
(Cañón et al., 2004). Otro grupo identificó también a ERK, junto con 
la protein-kinasa C (PKC), como la responsable de fosforilar a CREB 
que regularía la transcripción de genes de mucina en células epiteliales 
traqueo-bronquiales, aunque estos autores indican que sería un efecto 
independiente de la acción de los receptores RAR y RXR (Aggarwal 
et al., 2006b;Kim et al., 2007). En células de neuroblastoma SH-
SY5Y, se ha relacionado a ATM (kinasa mutada en ataxia 
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telangiectasia) con la fosforilación de CREB y la diferenciación 
inducida por RA (Fernandes et al., 2007). 
Un trabajo sobre sinapsis neuromusculares en desarrollo en 
cultivos celulares de Xenopus, permitió identificar otra acción no 
genómica del RA que, a través de RARβ, produciría un rápido 
incremento de la frecuencia de liberación de neurotransmisor en las 
sinapsis de esas motoneuronas (Liao et al., 2004). Posteriormente, 
estos autores determinaron que las rutas implicadas en este efecto no 
genómico eran PI3K/Akt, PKCγ y la tirosin-kinasa Src, que 
convergerían en la liberación de Ca2+ desde un compartimento 
intracelular (Liou et al. 2005). 
La ruta PI3K/Akt media en muchos casos las acciones extra-
genómicas rápidas del RA, como la activación de la producción de 
NO por fosforilación de eNOS en células de endotelio vascular, a 
través de la activación de PI3K por RAR (Uruno et al.2005) y la 
incorporación de yoduro en la línea celular de cáncer de mama MCF-7 
por activación del simportador sodio/yoduro (Ohashi et al., 2009). 
Entre los efectos descritos mediados por MAP kinasas, existe 
una rápida inducción de la fosforilación de ERK al tratar con RA 
células epiteliales de próstata humana, y ésta se mantiene o disminuye 
en función de si la línea celular es maligna o normal, respectivamente 
(Pasquali et al., 2005). También es ERK la ruta implicada en la 
inducción por RA de la apoptosis dependiente de caspasa-3 en células 
de Sertoli (Zanotto-Filho et al., 2008). 
Otro efecto extragenómico interesante descrito recientemente 
relaciona al RA y a su receptor RAR con la regulación de la 
traducción del receptor de glutamato GluR1 en neuronas del 
hipocampo (Chen y Napoli, 2008). El receptor RARα se encontraría 
localizado en gránulos de las dendritas, donde estaría asociado con el 
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mRNA, proteínas de unión al RNA y factores de traducción (Chen et 
al., 2008). 
La integración entre las respuestas genómicas y no genómicas 
del RA ha sido reflejada en estudios que demuestran que la actividad 
de PI3K/Akt puede regular la actividad transcripcional de RAR 
mediante la fosforilación de dicho receptor (Srinivas et al., 2006) y/o 
de algunos de sus activadores o represores (Lefebvre et al., 2006). 
Más recientemente, se ha descrito que algunas de estas fosforilaciones 
tienen lugar a través de la activación de la vía p38MAPK/MSK1 
(Bruck et al., 2009). 
 
2.4. Principales vías de señal implicadas en las acciones no 
genómicas del ácido retinoico 
Muchos tipos celulares, entre ellos las neuronales, requieren 
señales mediadas por factores de crecimiento y otros reguladores para 
su supervivencia y proliferación. En estas células existen receptores 
transmembrana encargados de transmitir esas señales hacia el interior 
celular, normalmente gracias a un dominio tirosina kinasa intracelular 
(RTK) o por estar acoplados a proteínas G (GPCR). Tras la unión del 
factor correspondiente a estos receptores, se activan señales 
downstream asociadas a la activación de vías de señalización. Cuando 
se trata de un receptor RTK, las rutas activadas suelen implicar una 
cascada de fosforilación por kinasas y entre ellas destacan las vías de 
las MAPKs y PI3K/AKT (Huang y Reichardt, 2003). Si se trata de un 
receptor GPCR, la señal se transmite mediante un incremento de 
AMPc cuyo principal efector es la protein-kinasa A (Bunemann y 
Hosey, 1999), aunque siempre existe cierto grado de interacción entre 
la mayoría de las rutas de señalización (Rozengurt, 2007).  
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En este apartado nos centraremos en la descripción de las vías 
de PI3K/Akt y las MAP kinasas, dado que está más ampliamente 
conocida su participación en los efectos no genómicos de las 
hormonas. 
 
2.4.1. Vía de PI3K/Akt 
La familia PI3K incluye a un grupo de kinasas caracterizadas 
por fosforilar el grupo 3’-OH del anillo inositol de los 
fosfatidilinositoles (PI). También incluye a las serina/treonina kinasas 
ATM y ATR, que clásicamente se encuentran asociadas al daño al 
DNA. Dentro de esta familia, la subclase más numerosa es la IA, 
compuesta por una subunidad adaptadora/reguladora (p85) y otra 
subunidad catalítica (p110), existiendo siete tipos distintos de p85 
originados por splicing alternativo de tres genes (p85α, p85β y p55γ) 
y tres isoformas conocidas de p110 (α, β y δ) (para revisión, Fruman 
et al., 1998). 
Cuando el receptor es activado, PI3K es reclutada gracias a sus 
dominios SH2 que se unen a las fosfotirosinas de proteínas 
adaptadoras. Esto produce la activación alostérica de p110 que 
entonces es capaz de fosforilar el PI-3,4-bifosfato generando PI-3,4,5-
trifosfato, que es capaz de activar dianas downstream mediante su 
reclutamiento a través de diversos dominios de unión a lípidos, entre 
ellos PH (homólogos a pleckstrina), FYVE, PX, C1 y C2. A su vez, la 
fosfatasa PTEN es la encargada de revertir la fosforilación realizada 
por la PI3K (para revisión, Leevers et al., 1999). 
La principal kinasa efectora activada por los PI-trifosfato es Akt, 
el homólogo humano del oncogen viral v-akt y relacionada con las 
protein-kinasas A y C (de ahí que también se denomine PKB). Existen 
tres tipos, codificados por tres genes distintos (Akt1/PKBα, 
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Akt2/PKBβ, Akt3/PKBγ). Los dos primeros se expresan 
prácticamente en todos los tejidos, mientras que Akt3 tiene un patrón 
más restringido. Cada isoforma presenta un dominio PH de unos 100 
aminoácidos en la región N-terminal. 
Para la activación de Akt es necesaria la fosforilación de dos 
residuos: la treonina 308 en el dominio kinasa, fosforilada por la 
kinasa dependiente de fosfoinosítido 1 (PDK1), la cual se cree que 
está constitutivamente activa; y la serina 473 en el dominio 
hidrobófico C-terminal, necesaria para la activación completa y 
fosforilada por PDK2 (Alessi et al., 1996). Existe cierta controversia 
sobre las posibles candidatas a PDK2 y cómo se regula su interacción 
con Akt (Sarbassov et al., 2005). 
Una vez activada, Akt fosforila los sustratos en serinas o 
treoninas en un motivo conservado caracterizado por la presencia de 
arginina en posiciones -5 y -3. Entre sus principales dianas, están 
proteínas pro-apotóticas que se inactivan al ser fosforiladas, como Bad 
y la familia de factores de transcripción Forkhead, y por otro lado 
activa a NF-κB, que induce la expresión de genes antiapoptóticos. 
Puede regular el metabolismo, mediante la inactivación de la 
glucógeno sintasa kinasa-3 (GSK3), y el ciclo celular, por la 
activación de Mdm2 que entra al núcleo disminuyendo los niveles de 
p53. También estimula la síntesis de proteínas y el crecimiento a 
través de la activación de la cascada mTOR/p70S6 (Figura 6).  
Por tanto, una gran parte de los efectos mediados por Akt tienen 
como objetivo favorecer la supervivencia celular, siendo de gran 
importancia en determinados casos, como en la supervivencia 
neuronal en el desarrollo del sistema nervioso (para revisión, Brunet et 
al., 2001). Sin embargo, cuando la vía de PI3K/Akt se encuentra 
desregulada, se produce una proliferación no controlada, siendo 
habitual encontrar mutaciones relacionadas con esta vía en las células 
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cancerosas. Así, se están estudiando diversos fármacos cuyo objetivo 
es inhibir la amplificación de esta ruta clave en el desarrollo de un 




















Figura 6. Esquema de la activación de la ruta de señalización de 
PI3K/Akt en respuesta a factores de crecimiento. Se observan 
algunos de los sustratos más conocidos que son diana de las acciones 
de Akt y sus efectos sobre la funcionalidad celular. También se muestra 
la activación indirecta de ciertos sustratos por PI3K 
independientemente de Akt, así como la relación con otras vías de señal 
como STAT y MAPKs (adaptado de Hennessy et al., 2005). 
  
2.4.2. Vía de las MAP kinasas 
Las cascadas de protein-kinasas activadas por mitógenos 
(MAPKs) participan en gran cantidad de programas celulares, como 
diferenciación, movilidad, ciclo celular y muerte celular, y están 
conservadas evolutivamente en todos los eucariotas (Figura 7). 
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Normalmente se encuentran organizadas en módulos que comprenden 
tres kinasas, la última de las cuales tiene como dianas factores de 
transcripción. En mamíferos se suelen diferenciar tres tipos de 
MAPKs: ERK1/2, que generalmente regula el crecimiento celular y 
diferenciación, p38 y JNK, éstas últimas más implicadas en respuestas 
de estrés como inflamación y apoptosis. Además, algunas 
clasificaciones consideran algún tipo más de MAPK, como la de 
ERK5 que está relacionada con estrés, y existen excepciones, pues en 
determinados tipos celulares JNK y p38 también median respuestas de 















Figura 7. Cascadas MAP kinasas de los mamíferos. Se muestra la 
organización en módulos y las diferentes kinasas que realizan las 
funciones de MAPKKK, MAPKK y MAPK. Muchas de las dianas de 
las MAPKs son factores de transcripción nucleares, algunos de los 
cuales (MSK, MNK) son comunes entre varias cascadas (adaptado de 
Roberts y Der, 2007). 
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Estas cascadas se encuentran reguladas a distintos niveles. Por 
un lado, existen fosfatasas como PP1, PP2A, M3/6 (actúa sobre las 
kinasas de estrés) y MKPs (MPK-1 y 2 son generales y MPK-3 sólo 
desfosforila a ERK). Además, la interacción entre proteínas es 
favorecida por otras proteínas auxiliares que actúan como “andamios”, 
como MP1 en la cascada de ERK y JIP1 en la de JNK, permitiendo un 
control más fino del grado de activación. Otro punto de regulación es 
la localización espacial de las kinasas, siendo el caso más evidente el 
de ERK que al ser activado se dimeriza y entonces puede translocarse 
al núcleo (para revisión, Schaeffer y Weber, 1999). 
La vía más estudiada es la cascada de Ras/Raf/MEK/ERK (para 
revisión, McCubrey et al., 2007). Ras es la primera proteína de la vía 
en ser activada y no sólo participa en la ruta de ERK, sino también 
puede hacerlo upstream de PI3K/Akt. Mediante la activación del 
complejo Shc/Grb2/SOS por parte del receptor, Ras intercambia GDP 
por GTP, volviéndose entonces activa. La siguiente molécula activada 
es la serina/treonina kinasa Raf, de la que existen 3 miembros (A-Raf, 
B-Raf y Raf-1). Posee al menos trece sitios de regulación por 
fosforilación, siendo necesaria la fosforilación en S338, Y340 y Y341 
para ser activa. Raf se une y activa específicamente a MEK1/2, pero 
no a las MKKs, gracias a una secuencia rica en prolinas presente 
solamente en MEK. Su diana principal downstream son las Ser/Thr 
kinasas ERK1/2, que por el contrario posee múltiples dianas, unas 
160, sobre todo factores de transcripción nucleares pero también en el 
citoplasma y otros orgánulos (Yoon y Seger, 2006). 
Los efectos biológicos asociados clásicamente a esta ruta son 
crecimiento celular y prevención de la apoptosis. Esto se demuestra 
por el hecho de que Ras aparece constitutivamente activo en el 30% 
de los cánceres (Malumbres y Barbacid, 2003), y que mutaciones en 
B-Raf pueden promover la proliferación y transformación maligna 
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(Garnett y Marais, 2004). Sin embargo, algunos estudios también 
muestran que la activación de Ras puede causar parada del ciclo 
celular (Lloyd et al., 1997;Chang y McCubrey, 2001). Así, parece que 
la respuesta celular no sólo dependerá de la señal extracelular, sino 
también del tipo celular específico y de la compleja red de 
interacciones entre las distintas MAPKs y de la señalización cruzada 
con otras rutas como PI3K/Akt.  
 
 
3. TÉCNICAS ACTUALES DE ANÁLISIS DE FOSFO-
PROTEOMAS 
3.1. La fosforilación en la célula 
La fosforilación es el tipo de modificación post-traduccional 
más frecuente en las células eucarióticas. Se caracteriza por ser 
reversible y específica de residuo, participando en el control de 
numerosos procesos fisiológicos (para revisión, Ubersax y Ferrell Jr., 
2007). Las actividades proteicas generalmente reguladas por 
fosforilación son: plegamiento estructural correcto; incremento o 
inhibición de la actividad enzimática; sitio de unión para el 
ensamblaje de otras proteínas; sitio de reconocimiento para otra 
modificación posterior y cambios en la localización subcelular 
(Preisinger et al., 2008). 
Las proteínas encargadas de realizar este proceso son las 
protein-kinasas, existiendo más de 500 en humanos, lo cual supone el 
2% de nuestro genoma (Manning et al., 2002). El número estimado de 
sitios de fosforilación en el proteoma de mamíferos sería del orden de 
105, y se supone que entre un 30-50% de las proteínas podrían ser 
fosforiladas en algún momento. La fosforilación ocurre más 
frecuentemente en residuos de serina y treonina que en los de tirosina, 
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con un ratio aproximado de 1800:200:1 para pSer/pThr/pTyr (Kalume 
et al., 2003). 
 
Figura 8. Resumen de algunas estrategias empleadas en el análisis 
de péptidos y proteínas fosforiladas. Mediante un diagrama de 
flechas se muestran algunas opciones para el análisis de 
fosfoproteomas empleando metodologías basadas en espectrometría de 
masas (adaptado de Paradela y Albar, 2008). 
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Las metodologías basadas en la espectrometría de masas (MS) 
han resultado de gran utilidad para el estudio de la fosforilación, 
gracias a que son aproximaciones no sesgadas que tampoco requieren 
un conocimiento previo (Figura 8). 
Las primeras aplicaciones se fundamentaban en la selección de 
fosfopéptidos para su fragmentación y posterior secuenciación en 
experimentos MS/MS, basados en un desplazamiento en la relación 
m/z de 79 por la presencia del grupo fosfato (Steen et al., 2001). En la 
actualidad, han sido surgiendo numerosos avances que han mejorado 
enormemente la investigación de la fosforilación mediante MS, y que 
nos han conducido a la era de los grandes mapas de fosfoproteomas y 
las comparaciones cuantitativas. 
 
3.2. Estudios globales de fosfoproteomas  
El desarrollo de estrategias de enriquecimiento en fosfoproteínas 
y fosfopéptidos en conjunto con espectrómetros de masas más 
potentes, ha permitido establecer protocolos de trabajos de alto 
rendimiento. Además de diversos kits comerciales que permiten hacer 
un enriquecimiento rápido, fácil y reproducible, se han empleado otros 
procedimientos (para revisión, Paradela y Albar, 2008), entre los que 
destacan: 
a) IMAC (Cromatografía de afinidad metal-ión inmovilizada): los 
péptidos o proteínas fosforiladas se unen por interacciones 
electrostáticas entre la carga negativa del grupo fosfato e iones 
metálicos cargados positivamente (Fe3+, Ga3+, Al3+ y Zr4+). Es una de 
las técnicas más empleadas, a pesar del inconveniente de la unión 
inespecífica de péptidos que contienen aminoácidos ácidos (Glu y 
Asp). 
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b) SCX (Cromatografía de intercambio catiónico fuerte): se basa en 
que bajo condiciones ácidas (pH 2,7) los péptidos fosforilados poseen 
una carga positiva, pudiéndose separar así de los no fosforilados que 
tienen dos cargas positivas. 
c) Dióxido de titanio (TiO2): las microesferas de este material son 
capaces de retener en su superficie a los péptidos fosforilados. Más 
recientemente, se ha desarrollado una metodología similar para el 
dióxido de circonio (ZrO2). 
d) Modificación química de los grupos fosfatos basada en la química 
del fosforamidato (PAC): su ventaja es que el grupo fosfato 
permanece en el fosfopéptido, facilitando la identificación del sitio de 
fosforilación. 
Diversos estudios muestran que ninguno de los métodos es 
adecuado por sí solo para una purificación completa del 
fosfoproteoma (Bodenmiller et al., 2007b). Esto es debido que a 
IMAC y TiO2 tienden a enriquecer en péptidos multifosforilados, 
mientras que ZrO2 y PAC lo hacen en péptidos con un solo fosfato. 
El estudio de la regulación de la fosforilación en tirosinas, a 
pesar de representar la fracción más pequeña (un 0,05%), es crítica en 
muchos procesos de transducción de señal. En estos casos, es habitual 
un enriquecimiento mediante inmunoprecipitación, pues los 
anticuerpos para purificar proteínas y péptidos fosforilados en Tyr 
funcionan muy bien, a diferencia de los de Ser y Thr. Además, es 
habitual una segunda purificación mediante IMAC tras la digestión 
tríptica (Zhang et al., 2005;Schmelzle et al., 2006;Rikova et al., 
2007).  
Para la interpretación de resultados y el análisis de las vías de 
señal implicadas, no sólo es importante una bioinformática a nivel de 
procesado y anotación de datos, sino también el desarrollo de bases de 
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datos fácilmente accesibles con información sobre los distintos sitios 
de fosforilación, como Phosphosite o Phosida (Witze et al., 2007). 
Estas nuevas herramientas han permitido la aparición de 
diversos trabajos en los que se identifican desde cientos a miles sitios 
de fosforilación, consiguiéndose la cifra récord de más de 10.000 
sitios distintos en el estudio del fosfoproteoma de células en cultivo de 
Drosophila melanogaster (Bodenmiller et al., 2007a). 
 
3.3. Fosfoproteómica cuantitativa  
 Las primeros experimentos cuantitativos se realizaron mediante 
la estrategia clásica de comparación de geles 2D-PAGE, al principio 
con tinción con Coomassie o plata y posteriormente con etiquetas 
fluorescentes (electroforesis diferencial en gel, DIGE) o tinciones 
específicas de fosfoproteínas, como el ProQ® (Steinberg et al., 2003). 
Aunque esta metodología ha producido buenos resultados, 
gradualmente está siendo sustituida por otras técnicas basadas en el 
análisis mediante LC-MS/MS, que no presentan las limitaciones de la 
separación en gel 2D-PAGE. 
 Entre estos métodos, los más empleados son aquellos en los que 
se realiza un marcaje con etiquetas, las cuales permiten la 
cuantificación relativa entre muestras pero sin afectar en modo alguno 
las propiedades químicas de los fosfopéptidos (para revisión, 
Schreiber et al., 2008). 
 Una estrategia de este tipo es el SILAC (marcaje con 
aminoácidos con isótopos estables en células en cultivo). Se basa en 
un marcaje metabólico de las proteínas al crecer las células en 
presencia de arginina y/o lisina con los isótopos 13C y 15N. La 
digestión con tripsina asegura que todos los péptidos generados 
contengan al menos una Arg o Lys (Ong et al., 2002). 
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 Cuando el SILAC no se puede aplicar porque los cultivos son 
primarios o se trata de muestras in vitro, se recurre a un marcaje 
químico. El primer abordaje en este sentido fue el ICAT (isotope-
coded affinity tag), en el que las etiquetas reaccionan con los grupos 
sulfhidrilos de los residuos de cisteína (Gygi et al., 1999). Su principal 
problema es que no permite cuantificar proteínas con ninguna o muy 
pocas Cys.   
Este problema es resuelto mediante el empleo de etiquetas 
basadas en la química de la N-hidroxisuccimida (NHS), que reacciona 
con el grupo amino N-terminal de los péptidos y el grupo ε-amino de 
la cadena lateral de las lisinas. Este es el fundamento del iTRAQ, que 
permite la cuantificación múltiple de hasta 8 muestras distintas gracias 
a los iones reporteros resultantes tras la fragmentación en el rango m/z 
de 113 hasta 121 (Pierce et al., 2008). El estudio comparativo frente a 
DIGE e ICAT muestra que el iTRAQ es la más técnica sensible y que 
proporciona mejores resultados en la cuantificación (Wu et al., 2006). 
El objetivo principal de la fosfoproteómica cuantitativa es 
averiguar el perfil de fosforilación de las proteínas en la respuesta 
celular a una determinada situación fisiológica o patológica. En este 
campo, hay que destacar el trabajo que permitió cuantificar la 
dinámica de fosforilación de 6600 residuos en 2244 proteínas distintas 
tras el tratamiento con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) en 
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4. PROTEÍNAS DE UNIÓN AL RNA EN LA REGULACIÓN 
DEL SPLICING ALTERNATIVO Y LA TRADUCCIÓN 
4.1. Corregulación de la transcripción y del splicing alternativo 
 En eucariotas superiores, el splicing alternativo permite 
modificar la selección de los sitios de splicing generando diversas 
isoformas de mRNA. No es una excepción, sino que se conoce que 
alrededor de un 75% de los genes producen transcritos con splicing 
alternativo. Las diferentes combinaciones de exones cambia la 
naturaleza de la proteína codificada y su función biológica, 
considerándose como el principal mecanismo por el cual se logra una 
diversidad en el proteoma a partir de un número pequeño de genes 
(para revisión, Stamm et al., 2005). 
 Hoy día está plenamente aceptado que el reconocimiento y 
selección de los sitios de splicing ocurre al mismo tiempo que la 
transcripción, y que, consecuentemente, factores y correguladores de 
dicho proceso pueden regular el procesamiento del mRNA (para 
revisión, Auboeuf et al., 2005). Además, estos correguladores 
transcripcionales pueden sufrir modificaciones post-traduccionales 
(fosforilación o ubiquitinación) que regulan su actividad (para 
revisión, Wolf et al., 2008). 
 Los efectos de la transcripción sobre el splicing se intentan 
explicar mediante dos modelos no excluyentes entres sí. Uno propone 
el reclutamiento de factores de splicing al dominio C-terminal (CTD) 
de la RNA polimerasa II, lo que incrementaría su presencia en la 
proximidad del transcrito naciente. El otro defiende una disminución 
en la velocidad de elongación haciéndola más lenta, lo que favorecería 
la interacción del spliceosoma con el mRNA (Auboeuf et al., 2007). 
 Varios estudios indican que las hormonas esteroideas pueden 
modular la composición exónica de sus genes diana, como los 
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estrógenos sobre ERα, factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF), oxitocina y el canal de K+ Slo. Para ejercer esta función, se 
ha descrito que ERα interacciona con diferentes proteínas de splicing, 
como SF3a y p120 de la familia U-snRNP (Masuhiro et al., 2005) y 
CAPER de la familia U2AF65, cuya inhibición impide el splicing 
alternativo sobre VEGF (Dowhan et al., 2005). También los 
cofactores participan en la regulación del splicing, como se demostró 
para el caso de CoAA en un efecto específico de promotor (Auboeuf 
et al., 2004) y por la interacción de la kinasa splicesomal PRP4K con 
los correguladores BRG1 y N-CoR (Dellaire et al., 2002). 
 
4.2. La familia de factores de splicing ricos en Ser y Arg (proteínas 
SR) 
 El spliceosoma es una estructura dinámica de la que forman 
parte más de 300 proteínas. Su ensamblaje es iniciado a partir del 
reconocimiento de los sitios de splicing (ss) 5’ y 3’ por la U1-snRNP 
y el heterodímero U2AF, respectivamente. Entre las principales 
proteínas reclutadas se encuentran las proteínas SR, caracterizadas por 
una estructura modular conteniendo una o dos copias de un motivo de 
reconocimiento de RNA (RRM) en el N-terminal y un dominio rico en 
Ser/Arg (RS) en el C-terminal que favorece las interacciones con otras 
proteínas (para revisión, Hertel y Graveley, 2005;Long y Cáceres, 
2009). Además, en consonancia con lo descrito en el apartado 
anterior, las proteínas SR pueden unirse al dominio CTD de la RNA 
polimerasa II para regular el splicing de modo cotranscripcional 
(Yuryev et al., 1996). 
 Tanto en el splicing constitutivo como en el alternativo 
participan secuencias consenso llamadas ESEs y ISEs (exonic and 
intronic splicing enhancers, respectivamente) y ESSs y ISSs (exonic 
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and intronic silencers, respectivamente). Las proteínas SR son 
capaces de unirse a los ESEs, estabilizando las interacciones de U1-
snRNP con el ss 5’ y de U2AF con el ss 3’ y permitiendo el 
reclutamiento del complejo U4/U6·U5-tri-snRNP (Graveley et al., 
2001). En cambio, las proteínas hnRNPs reconocen a los ESSs y 
ejercen una función antagónica, pues mientras hnRNP-A1 favorece el 
uso del ss 5’ distal, SF2/ASF promueve la utilización del ss 5’ 
proximal (Mayeda y Krainer, 1992). 
 
Figura 9. Papel de las proteínas SR y hnRNP en la selección del 
sitio de splicing. A. Las proteínas SR unidas a los ESE favorecen la 
acción de las proteínas U2AF y U1-70K en sus correspondientes sitios 
de splicing. B. Las proteínas hnRNP son reclutadas a los ESS 
ejerciendo un efecto inhibitorio sobre el splicing, que puede ser 
superado por la presencia de proteínas SR (adaptado de Long y 
Cáceres, 2009).  
 
 Las proteínas SR también juegan un papel relevante en 
funciones post-splicing, como transporte del mRNA, degradación vía 
NMD (non-sense-mediated decay) y traducción, gracias a que algunas 
de ellas, como SF2/ASF, SRp20 y 9G8, pueden moverse entre el 
núcleo y el citoplasma (para revisión, Huang y Steitz, 2005). Se 
demostró que 9G8 participa en la traducción de mRNAs no 
procesados que contienen un elemento de transporte constitutivo 
(Swartz et al., 2007) y que SF2/ASF activa la traducción por 
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reclutamiento de mTOR que fosforila al inhibidor 4E-BP1, de modo 
que así se libera del factor de iniciación de la traducción eIF-4E 
(Michlewski et al., 2008). 
 Estos hechos sugieren una fina regulación de las proteínas SR 
para ejercer su papel en el citoplasma sin afectar a sus funciones 
nucleares. Dicha regulación se lleva a cabo en gran medida mediante 
ciclos de fosforilación-desfosforilación en serinas del dominio SR, 
que afectan a la localización subcelular y actividad de estas proteínas. 
Esta fosforilación es realizada por kinasas específicas, como SRPK 
(protein kinasas de SR) y la familia Clk/Sty, y otras relacionadas 
como PRP4K y la topoisomerasa I (para revisión, Lin y Fu, 2007).  
 
4.3. Regulación de splicing por vías de señalización 
 Diversos estudios han implicado a varias señales extracelulares 
en la regulación del splicing a través de la activación de vías de 
transducción, como Ras/MEK/ERK, Rac/JNK/p38, PI3K/Akt y 
calmodulina/CaMK IV (para revisión, Shin y Manley, 2004;Tarn, 
2007;Stamm, 2008). De entre ellos, pasaré a describir algunos de los 
casos más estudiados. 
 Una de las primeras evidencias fue la regulación de la selección 
del exón variable 5 (v5) de la molécula de superficie celular CD44 
(Matter et al., 2002). La activación de las células T produce la 
estimulación de la cascada Raf/MEK/ERK que favorece la inclusión 
de v5 en CD44 a través de la fosforilación del factor de splicing 
Sam68. Esta isoforma de CD44 favorece la invasividad y por tanto 
juega un papel importante en cáncer. 
 Unos pocos años antes, también se había descrito una regulación 
de la exclusión de exones variables en el gen CD45 que codifica para 
una protein-tirosina fosfatasa transmembranal. El estímulo 
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desencadenante era el tratamiento de células T con antígenos o éster 
de forbol y las vías implicadas Ras y PKC (Lynch y Weiss, 2000). 
 Otro gen objeto de estudio ha sido la fibronectina (FN), en el 
que se ha observado una doble regulación de efectos contrarios 
(Figura 10). Por un lado, una matriz extracelular rica en laminina 
produce la activación de JNK y la desfosforilación de ERK, lo que 
causa una menor inclusión del exón EDA (Pelisch et al., 2005). En 
cambio, la estimulación con factores de crecimiento activa a Ras, y 
éste a su vez a PI3K/Akt, produciendo la fosforilación de las proteínas 
SR SF2/ASF y 9G8 que favorecen la inclusión de EDA (Blaustein et 
al., 2005). 
 Este último trabajo también mostraba a las proteínas SR como 
dianas de Akt. Esta hipótesis fue apoyada por otro trabajo en el que se 
demostró que Akt2 fosforila directamente a SRp40 al estimular con 
insulina, lo que permite la regulación del splicing alternativo del pre-
mRNA de la kinasa CβII (Patel et al., 2005). Anteriormente, ya se 
conocía que las proteínas SR también podían ser reguladas por 
desfosforilación por la protein-fosfatasa 1 debido al aumento de 
ceramida en la señalización por FAS (Chalfant et al., 2001). 
 La fosforilación de factores de splicing por las cascadas de 
kinasas puede conducir a cambios en su localización subcelular. Una 
de las proteínas más estudiadas en este sentido es la hnRNP-A1. Esta 
proteína sufre acumulación citoplasmática al ser fosforilada en 
respuesta a estímulos de estrés mediados por la MAP kinasa p38 (Van 
der Houven van Oordt et al., 2000). Posteriormente, en estrés 
osmótico, se identificó a MNK como la kinasa responsable de la 
fosforilación de hnRNP-A1 y su acumulación en los gránulos de estrés 
citoplasmáticos, donde se encuentran mRNA con parada en su 
traducción (Guil et al., 2006). 
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 Figura 10. Interacciones entre las distintas rutas de señal 
implicadas en el splicing del gen de fibronectina. Se muestran las dos 
posibles respuestas que dependiendo del estímulo, factores de 
crecimiento o matriz rica en laminina, conducen a la inclusión o no, 
respectivamente, del fragmento EDA. El mecanismo implica la 
fosforilación de proteínas SR, que a su vez también participan 
favoreciendo la traducción (adaptado de Blaustein et al., 2007). 
 
4.4. Regulación de la iniciación de la traducción 
La regulación de la traducción es un mecanismo usado para 
modular la expresión génica en diversas situaciones, como escasez de 
aminoácidos, infección viral o apoptosis. También es regulada durante 
el desarrollo embrionario y la diferenciación celular, lo que supone un 
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control fino de los niveles de proteínas tanto en el tiempo como en el 
espacio. La mayoría de mecanismos reguladores actúan en la 
iniciación de la traducción, mediante modificación de factores 
implicados en este proceso o de modo específico en ciertos mRNAs a 
través de estructuras características presentes en regiones no 
traducidas (UTR) de los extremos 5’ y 3’ (para revisión, Gebauer y 
Hentze, 2004;De Moor et al., 2005;Abaza y Gebauer, 2008). 
La iniciación de la traducción es un proceso complejo y 
ordenado en el que participan unos 30 polipéptidos. Resumidamente, 
comienza con la unión la subunidad ribosomal 40S al cap 5’ gracias al 
complejo eIF4F y un escaneo en dirección 5’Æ3’ hasta identificar el 
codón de iniciación AUG, siendo entonces cuando se recluta la 
subunidad 60S para formar el ribosoma 80S activo (para revisión, 
Jackson, 2005). El complejo eIF4F posee tres subunidades: eIF4E, que 
se une físicamente al cap 5’; eIF4A, una helicasa ATPasa de RNA que 
participa en el desenrollamiento de estructuras secundarias; y eIF4G, 
una proteína de andamiaje que une el mRNA con el ribosoma a través 
de eIF3 (Gingras et al., 1999). 
Así, la caperuza o cap (7-metil-guanosina), además de facilitar 
el splicing, la exportación nuclear y la estabilidad del mensajero, se 
requiere para la traducción de casi todos los mRNAs. Sin embargo, 
ciertos transcritos inician su traducción de modo independiente al cap 
a través de estructuras llamadas sitios de entrada internos para el 
ribosoma (IRES) (Stoneley y Willis, 2004). Por tanto, la regulación 
será distinta para cada uno de estos casos. 
Entre los mecanismos de control dependientes de cap, destaca la 
regulación sobre los niveles de eIF4E. La asociación de este factor con 
eIF4G requiere un pequeño dominio en eIF4G que es compartido por 
las proteínas de unión a 4E (4E-BPs). Cuando estas proteínas están 
hipofosforiladas, se unen a eIF4E desplazando a eIF4G y por tanto se 
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inhibe el inicio de la traducción. En respuesta a factores de 
crecimiento y determinados estados intracelulares (status energético, 
disponibilidad de aminoácidos, cantidad de oxígeno) la ruta 
PI3K/Akt/mTOR se activa causando la fosforilación de 4E-BP1, que 
entonces se libera de eIF4E incrementándose la traducción (para 
revisión, Sonenberg, 2008). Además, 4E-BP1 actúa así como un 
supresor tumoral y se ha comprobado que se encuentra en niveles 
bajos o altamente fosforilado en varios cánceres con bajas tasas de 
supervivencia (Armengol et al., 2007). 
Uno de los mecanismos independientes de cap más estudiados 
es el del mRNA LOX (15-lipoxigenasa) durante la diferenciación de 
los eritrocitos. En este caso las proteínas hnRNP-K y E1 se unen a un 
elemento localizado en el UTR 3’ rico en repeticiones CU, llamado 
elemento de control de la diferenciación (DICE), inhibiendo la 
traducción de este mRNA, pues impiden la unión de la subunidad 
ribosomal 60S a la 40S en el codón de iniciación (Ostareck et al., 
1997). A su vez, este mecanismo es reversible, ya que la fosforilación 
de hnRNP-K en su Tyr 458 por c-Src impide su unión a DICE 
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El trabajo de esta tesis se inicia a partir de resultados previos 
obtenidos en el laboratorio que indican que la respuesta a la 
administración de RA no sólo se produce a nivel transcripcional, 
regulando la transcripción de genes específicos, sino que también 
produce cambios rápidos en la activación de rutas de señalización, 
como las rutas de PI3K/Akt y la de  MAPK/Erk, a través de un tipo de 
mecanismo conocido como no genómico. Así, en el laboratorio se 
describió que la activación de PI3K por RA es un requisito para la 
diferenciación celular inducida por RA  (López-Carballo et al., 2002) 
y más recientemente que la activación de PI3K por RA se produce a 
través de nuevas interacciones entre el RAR y las dos subunidades de 
PI3K, que son reguladas diferencialmente por la unión de RA a su 
receptor RAR (Masiá et al., 2007). 
Estas acciones no genómicas resultan en un incremento de la 
complejidad de la respuesta génica al RA. La integración de las 
acciones genómicas y extra genómicas del RA conduce a un 
acoplamiento entre diferenciación y supervivencia celular, que podría 
ser relevante en el contexto de la diferenciación neuronal. 
El objetivo general es tratar de comprender como contribuyen 
las acciones extra-genómicas del RA en los procesos celulares, es 
decir, cómo se integran con las acciones genómicas transcripcionales 
para conseguir una única respuesta al RA. Dentro de esta idea, nuestro 
objetivo concreto es conocer qué cascadas de señalización son 
reguladas por las acciones atípicas de RA, e identificar aquellas 
proteínas cuya acción es controlada indirectamente por RA, 
probablemente a través de un cambio en su estado de fosforilación. 
Para ello queremos determinar si estas proteínas dianas de las rutas de 
señal pueden colaborar en la respuesta transcripcional de los 
receptores RAR y RXR, ya sea porque se trate de reguladores 
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transcripcionales, modificadores de la estructura cromatínica o 
participen en alguno de los procesos post-transcripcionales. 
 
Así, el trabajo realizado parte de tres premisas básicas: 
a) La consecuencia primaria de la activación de una vía de 
señalización que incluye protein-kinasas es la fosforilación de 
proteínas. 
b) Los eventos transcripcionales que se producen como 
consecuencia de esta activación han de producirse a través de factores 
reguladores cuya actividad sea modificada por fosforilación. 
c) Dichos factores reguladores, bien factores de transcripción 
específicos, bien proteínas que participan en procesos más generales 
(modificación de cromatina, procesado de mRNA, transporte al 
citoplasma, etc.), serán fundamentalmente proteínas de localización 
nuclear. 
 
Para lograr estos objetivos, hemos diseñado un trabajo que 
puede ser agrupado en tres grandes apartados, que a su vez 
constituirán las partes en que se encuentran divididos los resultados 
obtenidos durante esta tesis: 
 
1) Estudiar la fosforilación de proteínas ya conocidas que, 
acorde con la bibliografía, resultan interesantes como posibles dianas 
de los efectos no genómicos del RA. Dentro de este grupo, también se 
incluyen intermediarios downstream previamente descritos de las 
rutas de señalización. Se han empleado inhibidores específicos de 
algunas de las rutas para determinar la relación entre ellas y la vía 
  Objetivos 
 53 
concreta que lleva a la fosforilación de cada una de las proteínas 
consideradas. 
2) Realización de una estrategia proteómica para intentar 
descubrir nuevas proteínas nucleares que varíen su fosforilación como 
resultado de un tratamiento a tiempo corto con el RA. Para ello, fue 
necesaria la previa purificación de fosfoproteínas mediante una 
cromatografía de afinidad. Un primer abordaje consistió en la 
comparación de geles bidimensionales teñidos con Coomassie. En un 
segundo enfoque, se trató de superar las limitaciones de la técnica 
anterior y ampliar el número de proteínas identificadas mediante un 
ensayo LC-MS/MS cuantitativo. 
3) En base a los resultados anteriores, hemos formulado algunas 
hipótesis sobre qué procesos celulares podrían estar siendo regulados 
por la acción no genómica del RA. Así, llevamos a cabo una serie de 
experimentos para relacionar los cambios observados en la 
fosforilación de proteínas con modificaciones en procesos concretos 
que afecten a la funcionalidad celular. Estos ensayos han consistido 
fundamentalmente en estudiar modificaciones en el splicing y la 
regulación de la traducción, mediante la transfección de reporteros y 
otras técnicas. También mediante inmunocitoquímica y microscopía 
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1. PRODUCTOS 
Los productos y reactivos empleados en el laboratorio fueron 
suministrados por las siguientes casas comerciales: Amresco, Bio-
Rad, Biotools, Gibco, Merck, National Diagnostics, Promega, 
Pronadisa, Scharlau, Serva y Sigma. 
Los enzimas fueron adquiridos en: Biotools, Fermentas, 
Invitrogen, New England Biolabs, Promega y Roche. Los cebadores 




2. CULTIVOS CELULARES 
2.1. Material 
El material de plástico utilizado en cultivos celulares fue 
suministrado por Sarstedt. Los medios de cultivo DMEM, suero 
bovino fetal (FBS), Tripsina EDTA, L-glutamina, antibióticos y PBS 
10X fueron suministrados por Lonza. El DMSO empleado para la 
congelación de las células, el todo-trans-ácido retinoico (RA), los 
inhibidores de kinasas (LY294002, U0126, PD98059, H89, 
SB203580), la anisomicina y el TPA (también llamado PMA, forbol 
de 12-miristato 13-acetato) se obtuvieron de Sigma. Los distintos 
compuestos fueron disueltos en DMSO o agua desionizada según las 
indicaciones del fabricante. 
 
2.2. Línea celular SH-SY5Y 
Línea celular de neuroblastoma humano crecida en medio 
DMEM, suplementado con 10% de suero bovino fetal, 2 mM L-
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glutamina, 100 u/mL penicilina y 100 μg/mL estreptomicina. Esta 




A las células que van a ser tratadas se las ayuna unas 12-16 
horas antes del tratamiento, cambiándoles el medio por otro con 
menor contenido en suero, normalmente FBS al 1%. Todos los 
tratamientos se realizan extrayendo aproximadamente la mitad del 
medio de cultivo, añadiendo el compuesto correspondiente, agitando 
para su correcta disolución y por último devolviendo dicho medio a la 
placa de cultivo. 
Los pretratamientos con los inhibidores LY 10 μM, U0126 10 
μM, PD 50 μM, H89 10 μM y SB 10 μM, se realizan durante 1 hora y 
a continuación se añade al medio completo RA 1μM durante el tiempo 
que corresponda. 
Los tratamientos con FBS 10%, anisomicina 10 μM y TPA 100 
nM, que se emplean como controles positivos para la activación de 
determinadas rutas de señalización, se realizaron durante 30 minutos. 
 
2.4. Mantenimiento y congelación de las células 
Los cultivos celulares se han mantenido en un incubador a una 
temperatura de 37ºC en atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Se 
crecen hasta una densidad de 80-90% en placas de 100/150 mm2 y al 
cabo de 2-3 días, se les aspira el medio, se lavan con PBS 1X, se 
tripsinizan y se pasan a nuevas placas realizando una dilución 
adecuada. 
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Para conservar durante largo tiempo las líneas celulares, entre 1 
y 3 millones de células se resuspenden en 1,5 mL de medio de 
congelación frío (70% de DMEM, 20% de suero y 10% de DMSO) y 
se pasan a un criotubo (Biosigma), que se congela lentamente hasta 
una temperatura de -80ºC y que finalmente se almacena en 
contenedores de nitrógeno líquido. 
La descongelación de las células desde los contenedores de 
nitrógeno líquido se lleva a cabo sometiendo los criotubos a un baño 
de 37ºC durante 1 min hasta la descongelación de su contenido, que 
rápidamente se diluye 10 veces en medio DMEM suplementado con 
10% de suero para ser centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos. 
Finalmente, las células se resuspenden en el medio de cultivo y se 
pasan a una placa. 
 
 
3. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN BLOT 
3.1. Obtención de extractos de proteínas 
Para obtener los extractos totales de proteínas las células se 
lavan con PBS 1X y se levantan con la ayuda de un rascador de 
células. Seguidamente, se centrifugan a 500g a 4ºC durante 5 min y se 
resuspenden en un tampón RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM 
NaCl, EGTA 1 mM y 0,5% Nonidet P-40) al que previamente se 
añadieron inhibidores de fosfatasas (1 mM ortovanadato sódico, 10 
mM NaF) y proteasas (10 μg/mL aprotinina, 10 μg/mL leupeptina, 
100 μM PMSF). Tras incubar el lisado 30 minutos en hielo, se 
centrifuga a 16.100g durante 10 minutos a 4ºC y la concentración de 
proteínas en el sobrenadante se determina mediante el método 
colorimétrico Lowry (kit Bio-Rad DC Protein Assay) siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
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3.2. Geles de acrilamida y transferencia a membrana 
Los geles de poliacrilamida-SDS para proteínas y la 
transferencia a membranas se hicieron según protocolos estándar 
(Sambrook et al., 1989). La separación de proteínas se realiza en 
minigeles de poliacrilamida (al 7%, 10%, 12,5% o 15%, dependiendo 
del tamaño de las proteínas de interés) en condiciones 
desnaturalizantes y con un gel empaquetador al 5%, que cumple la 
función de alinear las proteínas de la muestra antes de ser separadas. 
Las muestras se incuban a 95ºC durante 8 minutos una vez diluidas 
con el tampón de carga (0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 10% SDS, 10% 
glicerol, 50 mM DTT y azul de bromofenol) y la electroforesis se 
lleva a cabo a 12 mA constantes. Se emplea un marcador de pesos 
moleculares pre-teñido (New England Biolabs). 
A continuación, las proteínas se transfirieren a una membrana de 
nitrocelulosa (Hybond ECL, GE Healthcare) mediante el sistema 
“semiseco”, con un aparato Trans blot SD semi-dry transfer cell  (Bio-
Rad) a 15V constantes durante 1 hora (aumentando ligeramente el 
tiempo para geles con alto porcentaje de acrilamida). Cuando las 
proteínas de interés poseen un peso molecular mayor de 80 KDa, la 
transferencia se realiza mediante el sistema “húmedo”, empleando las 
cubetas y adaptadores de Bio-Rad, con un voltaje constate de 100 V 
durante 90 minutos. En ambos casos, el tampón de transferencia 
utilizado fue 20% metanol, 192 mM glicina y 25 mM Tris. Al 
terminar, se comprueba la eficiencia de la transferencia de proteínas 
por tinción reversible con rojo- Ponceau (0,5% rojo-ponceau, 1% 
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3.3. Bloqueo e incubación con los anticuerpos 
Para evitar uniones inespecíficas entre el anticuerpo primario y 
las proteínas retenidas en la membrana, se realiza un bloqueo de esta 
última en una solución rica en proteínas (PBS 1X, 0,1% Tween 20, 
5% leche desnatada en polvo) durante al menos dos horas con 
agitación y a temperatura ambiente. Para el caso del anticuerpo P-Tyr, 
se emplea como solución de bloqueo TBS 1X, 0,1% Tween 20, 5% 
BSA. Igualmente, los lavados se hacen empleando TBS en lugar de 
PBS. 
A continuación, se incuba con el anticuerpo primario 
correspondiente diluido en solución de bloqueo durante 16 horas a 
4ºC. Después de tres lavados de 8 minutos a temperatura ambiente con 
PBS 1X, 0,1% Tween 20, la membrana se incuba con el anticuerpo 
secundario correspondiente conjugado con peroxidasa, disuelto en la 
solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se realizan tres nuevos lavados de 8 minutos 
con PBS 1X, 0,1% Tween 20 a temperatura ambiente. La detección de 
la señal se lleva a cabo por quimioluminiscencia (ECL y ECL-Plus, 
GE Healthcare) en la cámara CCD LAS-3000 Imager (Fujifilm). Los 
posteriores análisis, así como el tratamiento de la imagen y las 
cuantificaciones de las bandas, fueron realizados con los programas 
Image Gauge  v4.0 y Multi Gauge v2.1 (Fujifilm). 
 
3.4. Stripping para reutilización de membranas 
Para reutilizar la membrana e incubarla con otros anticuerpos, 
ésta se sumerge en solución previamente calentada de stripping (62,5 
mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM β-mercaptoetanol y 2% SDS) a 55ºC 
durante 30 min en agitación suave, para eliminar los anticuerpos de la 
primera incubación. Tras varios lavados con abundante PBS 1X, 0,1% 
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Tween 20 a temperatura ambiente, la membrana se bloquea 
nuevamente durante al menos 1 hora y queda lista para ser incubada 
con otro anticuerpo primario. 
 
3.5. Anticuerpos utilizados 
Anticuerpo primario Origen Dilución Procedencia 
4E-BP1 Conejo 1:1000 Cell Signaling 
Actina Conejo 1:1000 Sigma 
Akt 1/2 Cabra 1:1000 Santa Cruz 
Histona H1.5 Conejo 1:700 Abcam 
HMGB1 Conejo 1:700 Abcam 
HnRNP-C1/C2 Conejo 1:700 Santa Cruz 
HnRNP-K Conejo 1:500 Santa Cruz 
HP1 Conejo 1:700 Santa Cruz 
Nucleofosmina Conejo 1:700 Santa Cruz 
p38 Conejo 1:1000 Santa Cruz 
P-4E-BP1 (Thr37/46) Conejo 1:1000 Cell Signaling 
P-Akt (Ser473) Conejo 1:500 Cell Signaling 
P-CREB (Ser133) Conejo 1:500 Upstate 
P-ERK (Tyr204) Ratón 1:700 Santa Cruz 
P-Histona3 (Ser10) Conejo 1:1000 Abcam 
P-MSK1 (Thr581) Conejo 1:1000 Cell Signaling 
P-mTOR (Ser2448) Conejo 1:1000 Cell Signaling 
P-p38 (Thr180/Tyr182) Conejo 1:1000 Cell Signaling 
P-p70S6 (Thr389) Conejo 1:1000 Cell Signaling 
P-Ser Ratón 1:500 Qiagen 
P-(Ser/Thr)sustratos de Akt Conejo 1:1000 Cell Signaling 
P-Tyr Ratón 1:1000 Upstate 
SC35 Ratón 1:500 Abcam 
SF2/ASF Ratón 1:500 Santa Cruz 
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U1-snRNP70 Conejo 1:500 Santa Cruz 
Anticuerpo Secundario Conjugado Dilución Procedencia 
Anti-Conejo IgG Peroxidasa 1:2000 GE Healthcare 
Anti-Ratón IgG Peroxidasa 1:2000 Jackson 
Anti-Cabra IgG Peroxidasa 1:5000 Jackson 
Conejo Trueblot Peroxidasa 1:1000 eBioscience 
Ratón Trueblot Peroxidasa 1:1000 eBioscience 
Anti-Conejo IgG FITC 1:100 Jackson 
Tabla 1. Anticuerpos utilizados para la inmunodetección de 
proteínas analizadas por SDS-PAGE. Para los anticuerpos primarios, 
se específica el origen, dilución en la que se utilizan y la procedencia. 
Para los anticuerpos secundarios, se muestra el tipo de conjugación, 
dilución en la que se emplean y la procedencia. 
 
 
4. PURIFICACIÓN DE FOSFOPROTEÍNAS 
4.1. Purificación de núcleos 
Cuando el objetivo es purificar fosfoproteínas, en la extracción 
de núcleos partimos de 12 placas P-150 por tratamiento. Las placas 
son puestas en hielo y tras quitar el medio se lavan con TBS (10 mM 
Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl). Se usa TBS y no PBS porque los 
iones fosfato pueden interferir posteriormente en la purificación de 
fosfoproteínas. Las células se recogen en TBS empleando un rascador. 
Centrifugamos a 500g a 4ºC durante 5 min. Resuspendemos las 
células en tampón TE-0,5 M Sacarosa (15 mM Tris-HCl pH 7,4, 60 
mM KCl, 150 μM espermidina, 500 μM espermina, 2 mM EDTA, 1 
mM DTT, 0,5 M sacarosa, 0,1 mM PMSF, 1,0 mM NaF, 10 μg/mL 
aprotinina, 10 μg/mL leupeptina, 1,0 mM ortovanadato sódico). A 
continuación, añadimos 1 volumen del mismo tampón al que 
previamente hemos puesto NP-40 al 0,2%. Agitamos y dejamos 10-15 
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min en hielo para la lisis de la membrana plasmática. Se comprueba al 
microscopio con una gota de la muestra a la que añadimos una gota de 
Trypan Blue (Gibco) que las células se han lisado adecuadamente sin 
que se rompan los núcleos. Centrifugamos a 800g a 4ºC durante 10 
min y resuspendemos los núcleos de nuevo en TE-0,5 M Sacarosa. Se 
centrifuga una vez más en las mismas condiciones anteriores. Por 
último, se elimina el sobrenadante con pipeta y los núcleos 
precipitados se guardan a -80ºC hasta su utilización. 
 
4.2. Preparación de la muestra 
El enriquecimiento en fosfoproteínas se realizó usando una 
cromatografía de afinidad empleando el kit de purificación de 
fosfoproteínas de Qiagen. Para su utilización se siguieron los pasos 
marcados en el protocolo proporcionado por el fabricante. 
Primeramente, los núcleos purificados son lisados con el tampón 
y detergente (0,25% CHAPS) que proporciona el kit y añadimos un 
cóctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas, suministrado 
igualmente en el kit. También se añade benzonasa (Sigma), aunque la 
cantidad que usamos es el doble de la recomendada debido a que al 
tratarse de núcleos, existe una gran cantidad de DNA. Tras dejar la 
lisis en hielo 1 hora, se centrifuga a 10.000g durante 30 min a 4ºC, 
para precipitar el material insoluble y recuperamos el sobrenadante, 
que será un extracto de proteínas nucleares. Finalmente, se mide la 
concentración de proteína mediante el método de Bradford (Bio-Rad), 
cogemos un total de 2,5 mg (se recomienda como máximo, para no 
saturar la columna) y se diluye hasta lograr una concentración de 0,1 
mg/mL (es la recomendada para conseguir que todas las proteínas 
fosforiladas se peguen adecuadamente a la columna). 
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4.3. Enriquecimiento en fosfoproteínas por cromatografía de 
afinidad 
Las columnas de unión de fosfoproteínas son primeramente 
equilibradas con el tampón de lisis suministrado por el kit al que 
añadimos detergente CHAPS para una concentración final de 0,25% 
(v/v). A continuación, ponemos la mitad del extracto proteico y una 
vez haya pasado, añadimos la otra mitad. Antes de eluir, las columnas 
son lavadas con el mismo tampón de lisis con 0,25% CHAPS. El 
eluído de las proteínas retenidas en las columnas se realiza añadiendo 
el tampón de eluído proporcionado por el kit al que agregamos 0,25% 
CHAPS, en cinco fracciones de 500 μL. Por Bradford, determinamos 
cuáles son las fracciones que contienen mayor cantidad de proteína, de 
modo que aquellas que poseen nula o muy baja cantidad de proteína 
(habitualmente las dos primeras fracciones) son descartadas. 
 
4.4. Preparación de las muestras para la electroforesis 
bidimensional 
Las fracciones que contienen cantidades apreciables de proteínas 
son concentradas utilizando columnas de ultrafiltración Nanosep® 
10K (retienen aquellas proteínas con un tamaño molecular superior a 
10KDa). Centrifugamos a 10.000g durante 10 min y este proceso se 
repite con cada una de las fracciones eluidas. Al terminar, los 
volúmenes retenidos se juntan y procedemos al desalado, ya que las 
sales son el principal inconveniente para que la primera dimensión se 
realice correctamente. Para ello, añadimos 10 mM Tris-HCl pH 7,0 
previamente filtrado con filtros F-30/0,2 μm (Schleicher & Schuell). 
El volumen de muestra se reduce hasta 100-150 μL y volvemos a 
añadir el tampón anterior hasta completar 500 μL. Centrifugamos a 
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10.000 g durante 10 min, repitiendo al menos dos veces este proceso 
más para lograr un desalado adecuado. 
Las muestras de proteínas de núcleos totales empleadas en la 
realización de western blots bidimensionales, se concentran y se 
desalan del mismo modo que las muestras de proteínas nucleares 
fosforiladas, pero sin tener que realizar el primer paso de 
concentración de las fracciones. 
 
 
5. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 
5.1. Precipitación de proteína y resuspensión en tampón de carga 
En la muestra resultante tras el desalado, precipitamos las 
proteínas usando acetona al 100%. Para los geles bidimensionales (8 x 
10 cm) en los que vamos a realizar tinción de proteínas se precipitan 
125 μg de proteína y en los que emplearemos para westerns 
bidimensionales (8 x 10 cm) 30 μg.  
Añadimos 3 volúmenes de acetona al 100% fría y dejamos 
durante al menos 2 horas a -20ºC. Al terminar, centrifugamos a 
16.100g a 4ºC durante 15 min. Lavamos dos veces con acetona al 80% 
y centrifugamos en las mismas condiciones durante 5 min. Quitamos 
el sobrenadante con cuidado y dejamos secar al aire. Finalmente, se 
resuspende en 100 μL de tampón de carga (8 M urea, 4% CHAPS, 2% 
de anfolitos del pH correspondiente, 32 mM DTT y 0,002% azul de 
bromofenol, éstos tres últimos añadidos justo antes de usar). En el 
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5.2. Rehidratado de las tiras IPG (Inmobilized pH Gradient) 
Las tiras Inmobiline™ DryStrip (GE Healthcare) son 
rehidratadas a temperatura ambiente durante 16 h con el tampón 8 M 
urea, 2% CHAPS, 0,002% azul de bromofenol, 0,5% de anfolitos del 
pH correspondiente y 200 mM DTT, éstos dos últimos añadidos justo 
antes de usar. Se usan 250 μL por tira y el tipo de rehidratación es 
pasiva, es decir, no se aplica ningún tipo de voltaje durante el proceso 
de rehidratación. Para nuestros experimentos hemos usado tiras de 7 
cm de pH 3-10 y 4-7. 
 
5.3. Primera dimensión: Isoelectroenfoque (IEF) 
El isoelectroenfoque se realiza según las recomendaciones del 
fabricante en el Ettan IPGphor™ (Amersham), a una temperatura de 
20ºC y con una corriente de 50 μA por tira. El programa utilizado para 
las tiras de 7 cm, tanto de pH 3-10 como 4-7, es: 500 V hasta 250 Vh, 
1.000 V hasta 500 Vh y 5.000 V hasta 6.666 Vh. Una vez terminado el 
IEF, las tiras son guardadas a -20ºC hasta su utilización. 
 
5.4. Segunda dimensión: SDS-PAGE 
Una vez que van a ser utilizadas, las tiras son equilibradas en 
dos pasos de 15 min cada uno. Primero se emplea el tampón 50 mM 
Tris-HCl pH 9,0, 6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS y 10 mg/mL DTT, 
éste último añadido justo antes de usar. Seguidamente, se emplea un 
tampón similar pero con iodoacetamida 25 mg/mL en lugar de DTT, y 
con azul de bromofenol 0,002%. 
Los geles de poliacrilamida-SDS se realizan siguiendo los 
protocolos estándar (Sambrook et al., 1989). En todos los casos, se 
realizaron geles al 12,5% de acrilamida, con un gel empaquetador al 
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5%. La tira IPG es fijada utilizando una solución de agarosa al 0,5% 
en tampón de electroforesis, al que añadimos unas gotas de azul de 
bromofenol que sirve como frente de referencia para ver el avance en 
el gel de la 2ª dimensión. La electroforesis de los minigeles (tiras de 7 
cm) y la transferencia a membrana de nitrocelulosa se realizó 
siguiendo las indicaciones expuestas previamente en el apartado 3.2. 
 
5.5. Tinción de geles con Simply Blue 
La tinción de proteínas se realizó empleando Simply Blue 
(Invitrogen), un compuesto similar al azul de Coomassie, que también 
permite visualizar las proteínas de color azul, pero que posee la 
ventaja de que se destiñe fácilmente con agua. 
Antes de teñir, los geles son lavados tres veces durante 10 min 
con agua destilada. La tinción se realiza en suave agitación durante 2-
3 horas. Para un desteñido óptimo, se realizan dos lavados de 30 min 
cada uno con agua destilada. Por último, los geles son escaneados 
(Image Scanner, Amersham) para su posterior análisis informático. 
 
5.6. Análisis bioinformático  
Los geles fueron analizados utilizando el software PD-Quest 
(Bio-Rad). Dicho análisis se llevó a cabo por parejas, comparando por 
separado las muestras distintas, es decir, cada control con su 
correspondiente tratamiento de RA 30 min. El software permite la 
comparación automática de ambos geles y a continuación se realiza 
una corrección manual del proceso de identificación de manchas (o 
spots). Se normaliza respecto a la suma total de todas las manchas del 
gel y entonces, se procede a la selección de spots en base al criterio de 
una sobreexpresión mayor de 1,5 o infraexpresión menor de 0,7 en el 
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valor del ratio RA/Control. Además, se consideraron aquellas 
manchas que sufrían un desplazamiento significativo hacia el polo 
positivo en la primera dimensión.  
De las cinco parejas de geles analizadas, se seleccionaron 
aquellas manchas que presentaban una misma tendencia de cambio en 
al menos tres de esos geles en los valores del ratio RA/Control. 
 
 
6. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
6.1. Identificación mediante secuenciación de péptidos por CID-
MS/MS (Disociación Inducida por Colisión) 
 Este tipo de identificación fue llevado a cabo en la Unidad de 
Proteómica del IBV-CSIC con la colaboración del Dr. Juanjo Calvete. 
Resumidamente, las manchas de interés se extrajeron manualmente 
del gel y se sometieron a reducción, alquilación con iodoacetamida y 
digestión con tripsina (Roche), automatizadas en un ProGest digestor 
(Genomic Solutions) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
mezcla de péptidos trípticos fue secada en un Speed-Vac y disuelta en 
3,5 μL de 50% acetonitrilo y 0,1% trifluoroacético. La muestra es 
entonces cargada en un capilar y sometida a un análisis por 
espectroscopía de masas con ionización por nanoelectrospray, usando 
un espectrómetro Q-Trap (Applied Biosystem). 
Los iones doble- o triplemente cargados seleccionados fueron 
fragmentados usando la alternativa Enhanced Product Ion con Q0 
como opción de trampa. Los parámetros para el experimento de 
MS/MS fueron: Q1 a resolución de unidad, la energía de colisión Q1-
Q2 35 V, la barrera de entrada Q3 8 V, el LIT (linear ion trap) Q3 250 
ms, y el scan rate en Q3 1000 amu/s. El espectro obtenido por la 
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fragmentación del péptido fue interpretado manualmente o usando la 
versión on-line del programa MASCOT (www.matrixscience.com) 
para identificar su secuencia.  
 
6.2. Identificación mediante huella peptídica 
 Este tipo de identificación fue llevado a cabo en el Servicio de 
Proteómica del Centro de Investigación Príncipe Felipe (CIPF) 
dirigido por el Dr. Manuel Sánchez del Pino. En resumen, tras la 
escisión manual de las manchas del gel, se procede a la destinción del 
Coomassie mediante dos lavados con agua/acetonitrilo (1:1, v/v) y 
rehidratado final en acetonitrilo. Después, se realiza la reducción con 
DTT, alquilación con iodoacetamida y digestión con 25 ng de tripsina. 
Tras incubar toda la noche a 37ºC, la muestra es secada en el Speed-
Vac y resuspendida en 7 μL de 50% acetonitrilo y 0,1% 
trifluoroacético. 
 Las muestras se analizaron en un espectrómetro de masas 4700 
Proteomic Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems). Los 
espectros de MS se obtienen en modo reflectrón positivo con 1000 
disparos de láser. Se seleccionan automáticamente los cinco 
precursores más intensos del espectro no pertenecientes a 
contaminaciones conocidas para su fragmentación. Los espectros de 
MS/MS se adquieren con aire a media presión en la cámara de 
colisión, y son el resultado de adquirir 3000 disparos de láser. La 
información obtenida de MS y MS/MS se envía combinada a un 
servidor residente de MASCOT (Matrix Science) a través del 
programa GPS (Applied Biosystems) para comparación con bases de 
datos de proteínas del Swiss Prot y NCBI. 
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7. TINCIONES FLUORESCENTES DE GELES DE 
POLIACRILAMIDA 
7.1. Tinción de fosfoproteínas con ProQ® Diamond 
La tinción se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante 
(Molecular Probes-Invitrogen). Brevemente, el protocolo consiste en 5 
pasos que se realizan a temperatura ambiente. Un primer paso de 
fijación con una solución 50% metanol, 10% ácido acético 
sumergiendo el gel dos veces durante 30 min cada una, con agitación 
suave (que se mantiene durante todo el proceso). Un segundo paso en 
el que se lava el gel con agua miliQ tres veces, durante 10 min cada 
una. A continuación, se tiñe el gel con el ProQ durante 1 hora y 30 
min en oscuridad. El cuarto paso consiste en desteñir usando una 
solución 20% acetonitrilo, 50 mM acetato sódico pH 4,0 realizando 
tres lavados de 30 min. Finalmente, se hacen dos lavados de 5 min con 
agua miliQ para eliminar la solución de desteñido. La detección de la 
señal fluorescente se hace con el escáner FLA-5000 (Fujifilm) 
excitando con un láser de 532 nm. La imagen se visualiza con el 
programa Image Gauge v4.0. 
 
7.2. Tinción de proteínas totales usando el Sypro® Ruby 
La tinción se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante 
(Molecular Probes-Invitrogen). Resumidamente, una vez tomada la 
imagen del ProQ, el gel se vuelve a sumergir en agua miliQ y a 
continuación directamente pasamos a la tinción con Sypro Ruby que 
se realiza durante al menos 3 horas en oscuridad y con agitación 
suave. Al terminar, se hacen dos lavados de 30 min con una solución 
10% metanol, 7% ácido acético. Finalmente, se hacen dos lavados con 
agua miliQ. La detección de la señal fluorescente se hace con el 
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escáner FLA-5000  (Fujifilm) excitando con un láser de 473 nm. La 
imagen se visualiza con el programa Image Gauge v4.0. 
 
 
8. ENSAYO PROTEÓMICO CUANTITATIVO MEDIANTE 
iTRAQ  
Este ensayo fue llevado a cabo con la colaboración de la Dra. 
Luz Valero y el equipo técnico del Servicio de Proteómica del Centro 
de Investigación Príncipe Felipe. 
 
8.1. Precipitación y digestión de proteínas y marcaje de los 
péptidos 
Las muestras de fosfoproteínas fueron desaladas mediante una 
precipitación con metanol/cloroformo. En primer lugar se añaden 400 
μL de metanol, después 100 μL de cloroformo y finalmente 300 μL de 
agua, agitando en el vortex en cada paso. Tras una primera 
centrifugación a 14.000g durante 1 min, se retira la fase acuosa y se 
vuelve a añadir 400 μL de metanol. Se realiza una nueva 
centrifugación y tras ella se retira el metanol sin alterar el pellet. 
Finalmente, las muestras se desecan totalmente en el Speed-Vac. 
Las muestras son resuspendidas en  40 μL de tampón SB (0,05% 
SDS en tampón 0,5 M tetraetil-amonio pH 8,5) y se cuantifican por 
Bradford. Se toman extractos de 100 μg de cada muestra para el 
marcaje con los reactivos iTRAQ. Este proceso consiste 
resumidamente en reducir las muestras con fosfina (incubación a 60ºC 
durante 1 hora) y bloquear las cisteínas con metilmetanosulfonato 
(incubación a Tª ambiente durante 10 min), para luego realizar la 
digestión con 10 μL de la solución de tripsina durante 16 h a 37ºC. 
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Cada marcador iTRAQ es resuspendido en 70 μL de etanol y añadido 
a la muestra correspondiente (reporteros de masa 114, 116 y 117 
fueron usados para control, RA-15min y RA-30min respectivamente). 
Se incuba durante 1h a temperatura ambiente y para finalizar se 
mezclan todas las muestras en un único tubo. Las etiquetas iTRAQ se 
unen a los péptidos a través de un grupo N-hidroxisuccimida que es 
capaz de reaccionar con el grupo amino N-terminal de los péptidos y 
el grupo amino de la cadena lateral de las lisinas (Figura 11). 
Etiqueta isobárica
(Masa total = 145)
“Balance”
(Masa = 145 – reportero)
Reportero












Figura 11. Esquema de las etiquetas empleadas para el marcaje de 
péptidos en un ensayo iTRAQ. Constan de un reportero de masa 
variable, que identifica cada una de las muestras a analizar sin alterar 
la carga ni la eficiencia de ionización del péptido, y un “balance” para 
que la masa total sea igual a 145 Da en todos los marcajes. 
 
8.2. Primera dimensión: Cromatografía líquida (LC) 
La muestra es secada, resuspendida en tampón A (20 mM 
tetraetil-amonio en agua, pH 11) y cargada en una columna de fase 
reversa Gemini 3μ C18 110A de 150 x 4 mm (Phenomenex) 
equilibrada en el mismo tampón. La elución se realizó con un 
gradiente lineal del 5% al 45% de tampón B (20 mM tetraetil-amonio 
en acetonitrilo) durante 60 min a un flujo de 150 μL/min. Se colectan 
fracciones de 1 min que se acidifican con TFA 10%. Se comprueba la 
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complejidad de cada fracción por MALDI-TOF/TOF y de acuerdo con 
ésta se combinan hasta un total de 12 fracciones. Por último, se secan 
mediante centrifugación en vacío. 
 
8.3. Segunda dimensión: LC-MS 
Cada fracción se resuspende en 18 μL de acetonitrilo 5%, TFA 
0,1% (pH 1) y 5 μL de la muestra se cargan en un precolumna 
(PepMap C18, 300 μm x 5 mm, LC Packings) donde se preconcentran 
y desalan mediante un flujo isocrático de  TFA 0,1% a 40 μL/min 
durante 5 min.  A continuación, los péptidos son eluídos en una 
columna analítica (PepMap C18 3μ 100A, 75 μm x 15 cm, LC 
Packings) previamente equilibrada con ácido fórmico 0,1%. La 
elución se llevó a cabo con un gradiente linear de 15-50% de 
disolución B (95% acetonitrilo, 0,1% ácido fórmico) durante 120 min 
a un flujo de 300 nL/min. Los péptidos eluídos fueron analizados con 
un espectrómetro de masas nano-ESI-Q-TOF (QSTAR-XL, Applied 
Biosystems) en el modo de adquisición dependiente de información 
(IDA). 
 
8.4. Identificación de proteínas 
En la figura 12 se muestra un ejemplo simplificado de cómo el 
análisis MS/MS permite al mismo tiempo la identificación y 
cuantificación relativa de los péptidos. Los espectros MS/MS fueron 
analizados empleando el software Protein Pilot v2.0 (Applied 
Biosystems), que emplea el algoritmo Paragon para la identificación 
de proteínas por búsqueda en bases de datos y la comparación 
cuantitativa por cuantificación del área de los picos de los iones 
reporteros, y el algoritmo Progroup para el agrupamiento de proteínas 
que elimina los resultados redundantes. La base de datos de proteínas 
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del Swiss Prot (con taxonomía fijada en Homo Sapiens) fue la 
utilizada en todas las búsquedas. Alrededor de 150 proteínas fueron 
identificadas en cada uno de los tres ensayos iTRAQ realizados. 
 
Figura 12. Esquema simplificado de un ensayo iTRAQ. Los 
péptidos marcados con los distintos reporteros son combinados y 
analizados mediante una espectrometría de masas en tándem. Los 
espectros de MS/MS de cada péptido proporcionan por un lado 
información de la secuencia del péptido, lo que permitirá identificar la 
proteína de la que provienen, y simultáneamente, la integración de las 
áreas de los iones reporteros permite la cuantificación relativa de los 
péptidos entre las distintas muestras de interés. 
 
8.5. Análisis de resultados y criterios de selección 
Para evitar la presencia de falsos positivos, se fijaron una serie 
de condiciones restrictivas durante el análisis de los resultados. Así, 
únicamente se tuvieron en cuenta las proteínas identificadas con una 
confianza > 95% según la determinación del Protein Pilot. Respecto a 
la cuantificación, sólo se consideraron aquellos cambios significativos 
estadísticamente (p-value < 0,05). Las proteínas finalmente 
seleccionadas mostraban al menos en dos de los tres ensayos 
realizados una misma tendencia de cambio respecto al caso control. 
Para el caso de los sitios específicos de fosforilación 
identificados, sólo se consideraron aquellos péptidos determinados 
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como fosforilados según el Protein Pilot con un valor de confianza ≥ 
95%.  
 
8.6. Análisis bioinformático mediante la aplicación FatiGO 
El agrupamiento de proteínas se realizó empleando la 
herramiento FatiGO (y dentro de ella la opción “Search”) del paquete 
Babelomics v4.0 (Al-Shahrour et al., 2008). Las proteínas 
seleccionadas como “fosforiladas” y “desfosforiladas” fueron 
agrupadas por separado acorde a los criterios de “Proceso Biológico” 
y “Función Molecular”. 
  
 
9. ENSAYO DE FOSFATASA 
Para validar que el desplazamiento observado en geles 
bidimensionales era debido a un cambio en la fosforilación, se 
realizaron tratamientos con protein-fosfatasa lambda (New England 
Biolabs). Los núcleos previamente purificados son lisados en un 
tampón 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,1 mM EGTA, 
0,4% NP-40 e inhibidores de proteasas (0,1 mM PMSF, 10 μg/mL 
aprotinina y 10 μg/mL leupeptina). De ese extracto se separan dos 
alícuotas conteniendo 25 μg de proteína nuclear. A una de ellas se le 
añaden los inhibidores de fosfatasas (10 mM NaF y 1 mM 
ortovanadato sódico), mientras que en la otra realizaremos el 
tratamiento con λ-fosfatasa. Para ello incubamos el extracto proteico 
con 400 unidades de la fosfatasa en un tampón 50 mM Tris-HCl pH 
7,5, 100 mM NaCl, 2 mM MnCl2, 2 mM DTT, 0,1 mM EGTA y 
0,01% Brij 35, durante 60 minutos a 30ºC. A continuación, se enfría 
para finalizar la reacción de la fosfatasa.  
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Las proteínas son precipitadas con acetona al 100% y finalmente 
resuspendidas y sometidas a electroforesis bidimensional seguida de 
western blot según lo descrito en apartados anteriores. 
 
10. INMUNOPRECIPITACIÓN 
Las inmunoprecipitaciones (IP) se llevaron a cabo a partir de 
núcleos purificados lisados en tampón 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 
mM NaCl, 1% NP-40, al que previamente se añadieron inhibidores de 
proteasas (0,1 mM PMSF, 10 μg/mL leupeptina y 10 μg/mL 
aprotinina) y de fosfatasas (10 mM NaF y 1 mM ortovanadato sódico). 
Tras centrifugación a 16.100g durante 15 minutos a 4ºC, la 
concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó mediante 
el método colorimétrico basado en el método Lowry (kit Bio-Rad DC 
Protein Assay) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se separan 
alícuotas de 25 μg de cada uno de los tratamientos para ser empleadas 
como inputs. Del extracto restante, se coge una cantidad equivalente 
para todas las muestras (entre 150 y 200 μg de proteína nuclear) y se 
igualan los volúmenes añadiendo tampón de lisis hasta los 500 μL. 
Para las reacciones de inmunoprecipitación se utilizó el kit 
Trueblot (eBioscience). Se emplearon beads anti-conejo o anti-ratón 
IgG dependiendo del anticuerpo empleado para la IP. Mediante la 
utilización de este kit, se evita la detección de la cadena pesada 
(55kDa) y la cadena ligera (23kDa) de las IgG. Además, se empleó en 
todos los casos una inmunoprecipitación con IgG como control 
negativo para descartar uniones inespecíficas.  
En primer lugar, los extractos son pre-aclarados con 25 μl de 
beads durante 30 minutos a 4ºC. A continuación, se precipita la resina 
por centrifugación a 10.000g durante 5 min y recogemos el 
sobrenadante. Estos extractos se incuban con 4 μg del anticuerpo 
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específico durante 60 minutos en hielo. Tras ese tiempo, se añaden 50 
μl de las beads al extracto para la formación de los inmunocomplejos 
y se deja en rotación durante 16 horas a 4ºC. Posteriormente, estos 
inmunocomplejos se precipitan centrifugando a 10.000g durante 5 
min, descartando ahora el sobrenadante, y se lavan 3 veces con 500 
μL del tampón de lisis. Tras el último lavado, se resuspenden en 
tampón de carga (0.5 M Tris-HCl pH 6,8, 10% SDS, 20% glicerol y 
azul de bromofenol) con 50 mM DTT recién preparado. Las muestras 
se calientan a 95ºC durante 8 min y se hace un spin de centrifugación 
para evitar cargar las beads en el gel. Tras analizar las muestras por 
western blot, como ya describimos previamente en el apartado 3, las 
membranas se incuban con diferentes anticuerpos primarios, 
utilizando un anticuerpo secundario TrueBlot conjugado con 
peroxidasa (eBioscience). Las membranas fueron reveladas por 
quimioluminiscencia en la cámara CCD LAS-3000 de Fujifilm. 
 
 
11. INMUNOCITOQUÍMICA Y MICROSCOPÍA DE 
FLUORESCENCIA 
11.1. Colagenado de vidrio cubreobjetos en placas de cultivo 
 Dada la escasa adherencia que muestran las células SH-SY5Y al 
vidrio, se realizó un colagenado previo con el objetivo de que dichas 
células no terminaran por despegarse de la superficie del cubreobjetos 
durante la realización del protocolo de inmunocitoquímica. Para ello, 
cubreobjetos de vidrio estériles son colocados en los pocillos de la 
placa y seguidamente se añade 1 mL de una solución 100 μg/mL de 
colágeno (Sigma), que se deja durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Pasado este tiempo, se retira el colágeno y se lava con PBS 1X, 
quedando así las placas listas para sembrar las células SH. 
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11.2. Inmunocitoquímica 
 Una vez realizados los tratamientos con RA 1 μM a distintos 
tiempos, las células adheridas a los cubres son lavadas con PBS 1X y 
fijadas con paraformaldehído al 4% durante 10 minutos. Se vuelven a 
lavar con PBS 1X y las permeabilizamos empleando PBS-Tritón 0,1% 
durante 5 minutos. Posteriormente, se realizan 3 lavados de 10 
minutos con PBS 1X antes de bloquear con una solución de BSA 3% 
en PBS 1X durante 30 minutos. La incubación con el anticuerpo 
primario (hnRNP-K, dilución 1/50 en solución de bloqueo) se lleva a 
cabo durante 1 hora. Tras este tiempo, hacemos 3 lavados con PBS 1X 
y tras ellos, incubamos en oscuridad con el anticuerpo secundario 
(anti-conejo conjugado con fluoresceína FITC, dilución 1/100 en 
solución de bloqueo). Finalmente, se realizan 3 lavados con PBS 1X 
antes de teñir con Hoestch 5 μg/mL en PBS 1X durante 5 min. 
Realizamos un último lavado con PBS 1X y procedemos al montaje 
de los cubreobjetos en los portaobjetos. 
 Paralelamente a este proceso se realizan 2 tipos de controles. 
Uno de ellos, sin los anticuerpos primario ni secundario, para evitar 
señales inespecíficas. El otro, solamente con anticuerpo secundario, 
para controlar la señal de fondo producida por el mismo. 
 
11.3. Montaje de los cubreobjetos y observación al microscopio 
 Los cubres son colocados sobre los portaobjetos empleando una 
gota de Slow Fade Gold antifade reagent (Invitrogen). El exceso de 
éste se retira con papel de filtro y seguidamente se sellan los 
cubreobjetos empleando barniz de uñas. Las preparaciones son 
guardadas en oscuridad y a 4ºC hasta su observación al microscopio. 
 El microscopio de fluorescencia empleado para examinar y 
fotografiar las preparaciones fue el DM RXA2  (Leica). Las imágenes 
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fueron tomadas con una cámara DFC 300FX empleando el objetivo de 
inmersión 100X, con filtros de longitud de onda de excitación 470/40 
y de emisión 525/50 para la señal del FITC y de excitación 340-380 y 
de emisión LP425 para la señal del Hoestch. 
 
 
12. CROSSLINKING CON LUZ ULTRAVIOLETA IN VIVO 
12.1. Exposición con luz ultravioleta y preparación de la muestra 
Este procedimiento se empleó para estudiar la unión de las 
proteínas al RNA, lo cual se consigue mediante una exposición de las 
células en cultivo con luz ultravioleta (Figura 13). Para ello, tras 
poner en hielo, retirar el medio y cubrir con PBS frío, dos placas P-
100 de células SH-SY5Y por cada tratamiento a realizar (control o RA 
a distintos tiempos) son sometidas a una exposición de 4000 mJu en 
un aparato de emisión de luz ultravioleta (Stratalinker), consiguiendo 
así la unión covalente entre proteínas y RNA. Por cada tratamiento se 
emplean a su vez dos placas P-100 como control no expuesto a luz 
ultravioleta. Al terminar, se hace un lavado con PBS y las células son 
recogidas con un rascador en PBS para a continuación realizar la 
purificación de núcleos, según las indicaciones descritas previamente 
en el apartado 4.1.  
Los núcleos se resuspenden en un tampón de lisis (20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0,3% NP-40, 0,5% Tritón 
X-100) al que previamente se añadieron inhibidores de proteasas (0,1 
mM PMSF, 10 μg/mL leupeptina y 10 μg/mL aprotinina), de 
fosfatasas (10 mM NaF y 1 mM ortovanadato sódico) y de RNAasas 
(RNasin, Promega). Para una correcta lisis, es necesario sonicar el 
extracto durante 5 minutos (intervalos de 30 segundos, potencia 
media). Tras centrifugar a 16.100g durante 15 minutos a 4ºC, se 
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determina la concentración de proteínas en el sobrenadante mediante 
el método colorimétrico basado en el método Lowry (kit Bio-Rad DC 
Protein Assay) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se separan 
alícuotas de 25 μg de cada uno de los tratamientos para ser empleadas 
como inputs. Del extracto restante, se coge una cantidad equivalente 
para todas las muestras (entre 150 y 200 μg de proteína nuclear) y se 
igualan los volúmenes añadiendo tampón de lisis hasta los 500 μL. 
 
12.2. Selección con resina oligo-dT 
 Antes de comenzar con la selección propiamente dicha, se 
preparan las beads oligo-dT (Ambion). Una cantidad predeterminada 
se resuspende en 1 mL de tampón de unión (10mM Tris-HCl pH 7,5, 
0,5 M NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% SDS). Centrifugamos a 2.000 rpm 
durante 10 segundos a temperatura ambiente para precipitar la resina y 
volvemos a resuspender en 1 mL de tampón de unión. Tras centrifugar 
y resuspender una vez más, se hacen alícuotas de 150 μL. 
 A los extractos nucleares previamente obtenidos, se le añade un 
volumen equivalente de tampón de unión 2X. Tras mezclar bien, se 
añade la muestra a las alícuotas de resina oligo-dT. Seguidamente, 
incubamos durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador 
rotatorio. Después, se lava tres veces con 1 mL de tampón de unión, 
centrifugando cada vez a 2.000 rpm durante 10 segundos. Tras los 
lavados, resuspendemos en 400 μL de tampón de elución (10 mM 
Tris-HCl pH 7,5, 5 mM EDTA), al que previamente hemos añadido 4 
μL de una mezcla de RNAasas A y T1 (Ambion) para degradar el 
mRNA de las partículas ribonucleoproteicas. Se incuba entonces 
durante 1 hora en un termo-agitador a 37ºC y 1.000 rpm. Tras este 
tiempo, se centrifuga para precipitar la resina y extraemos 375 μL de 
sobrenadante que contendrá así las proteínas liberadas del mRNA. 
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 El siguiente paso es la precipitación de proteínas, que se realiza 
añadiendo un volumen de TCA al 20%. Se deja en hielo unos 20 min 
y se centrifuga a 13.200 rpm a 4ºC durante 10 min. El pellet de 
proteínas se lava dos veces con 500 μL de acetona fría, centrifugando 
tras cada lavado a 13.200 rpm a 4ºC durante 1 min. Finalmente, una 
vez evaporada la acetona, el pellet se resuspende en tampón de carga 
para western blot (0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 10% SDS, 20% glicerol y 
azul de bromofenol) y calentamos a 95ºC durante 8 min. 
Normalmente, en un gel se cargan las muestras input mientras que en 
otro gel distinto se cargan las muestras procedentes de la selección 















Figura 13. Esquema simplificado de un ensayo de crosslinking con 
luz UV in vivo. Al irradiar las células con luz ultravioleta, las 
proteínas se unen a los ácidos nucleicos, pero no a otras proteínas. 
Tras purificar los núcleos y lisarlos, las ribonucleoproteínas (RBP) 
unidas al RNA son seleccionadas mediante precipitación con una 
resina oligo-dT. Un paso de elución y tratamiento con RNasas nos 
permite liberar a las ribonucleoproteínas, que a continuación pueden 
ser separadas en un gel de poliacrilamida y analizadas mediante 
western blot. 
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13. TRANSFECCIONES 
13.1. Plásmidos y subclonajes 
 - E1A: es un plásmido que contiene el mini-gen adenoviral E1A, 
habitualmente empleado como reportero de splicing (Cáceres et al., 
1994) ya que proporciona un patrón de bandas de mRNA 
(denominadas 13S, 12S, 11S, 10S y 9S) que resulta de la selección de 
los distintos sitios de splicing presentes en este mini-gen. 
Concretamente, los mRNAs 13S, 12S y 9S resultan de la selección 
alternativa de los tres sitios de splicing 5’, mientras que los 11S y 10S 
implican el uso de un sitio aceptor de splicing interno 3’. 
 - FN: es un plásmido reportero de splicing que contiene un mini-
gen de fibronectina (Caputi et al., 1994) que dentro del exón EDA 
(extra domain A) posee la secuencia ESE (exonic-splicing enhancer) 
que puede reclutar principalmente al factor SR SF2/ASF y también en 
menor medida a 9G8 (Lavigueur et al., 1993). Cuando estos factores 
se unen, el fragmento EDA es incluido, detectándose un incremento 
de los mRNAs conteniendo EDA (EDA+) frente a aquellos que no lo 
poseen (EDA-). Por tanto, se emplea para el estudio del splicing 
mediado específicamente por factores SR. 
 - FNmt: es un plásmido reportero de splicing similar al anterior 
pero donde la secuencia EDA de unión de proteínas SR está mutada y 
por tanto estas proteínas no se pueden reclutar. 
 
 - pLCS-EDAwt: es un plásmido reportero de la traducción que 
posee unida a un ORF de luciferasa la secuencia ESE, derivada del 
exón alternativo EDA del gen de fibronectina, bajo el control del 
promotor SV40. Como hemos comentado para el plásmido FN, dicha 
secuencia actúa como sitio de unión para factores SR, que al ser 
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reclutados producen un aumento de la producción de luciferasa 
(Sanford et al., 2004). 
 - pLCS-EDAmt: es un plásmido reportero de la traducción 
similar al anterior pero donde la secuencia para la unión de proteínas 
SR está mutada y por tanto estas proteínas no se pueden reclutar. Se 
utiliza como control para evitar aquellos incrementos de luciferasa que 
puedan ser debidos a efectos inespecíficos no relacionados con la 
unión de las proteínas SR (Sanford et al., 2004). 
 - pGL4.70 (Promega): es un plásmido carente de promotor que 
contiene una secuencia para luciferasa renilla y que se emplea como 
control de la eficiencia de transfección. 
 
Todos los plásmidos, a excepción del pGL4.70 que fue cedido 
por A. Fernández-Álvarez (IBV), fueron obtenidos del laboratorio del 
Dr. Javier Cáceres. Dichos plásmidos se utilizaron para transformar 
bacterias competentes de Escherichia Coli JM109 (Promega) por 
choque térmico (42ºC durante 50 segundos), tras lo cual se sembraron 
en placas de medio LB-agar con el antibiótico ampicilina para la 
selección de cada plásmido. Las placas se incubaron toda la noche a 
37ºC y al día siguiente se prepararon pre-cultivos líquidos  (5 mL de 
LB con ampicilina) a partir de colonias individuales obtenidas en las 
placas correspondientes. Tras unas 6 horas de crecimiento, todo el pre-
cultivo fue pasado a un cultivo de mayor volumen (150 mL de LB con 
ampicilina) que se creció durante 12-16 horas a 37ºC con agitación. 
Tras ese tiempo, se procedió a la extracción de DNA plasmídico 
empleando el Plasmid Midi Kit (Qiagen) y siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Una vez cuantificado el DNA mediante absorbancia a 
260 nm y que el ratio A260/A280 era mayor de 1,8, se comprobó su 
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integridad y tamaño molecular en un gel de agarosa con tinción con 
bromuro de etidio. 
 
13.2. Métodos de transfección 
 El plásmido E1A se transfectó usando el agente Escort V 
(Sigma) cuando las células SH-SY5Y se encuentran en fase de 
crecimiento exponencial. Para ello, entre 30 min y 1 hora antes de 
comenzar la transfección, se cambia el medio a las células por otro 
DMEM sin FBS ni antibióticos, únicamente suplementado con 2 mM 
L-glutamina. En un tubo se añaden 300 μL de tampón Escort V y 4 μg 
del plásmido E1A por cada placa P-60 de células SH. Por otro lado, en 
otro tubo se añaden 300 μL de tampón Escort V y 10,5 μL del agente 
Escort V también por cada placa P-60 a transfectar. Tras dejar reposar 
5 min a temperatura ambiente, la disolución de DNA se añade a la de 
agente Escort V. Esperamos 20 min y a continuación se añade gota a 
gota 600 μL de la mezcla a cada una de las placas. Finalmente, entre 
3-4 horas después, se añade al medio FBS al 1%. 
 Los plásmidos FN, FNmt, pLCS-EDAwt, pLCS-EDAmt y 
pGL4.70 fueron transfectados usando el agente Lipofectamina2000 
(Invitrogen) pues mostró eficiencias de transfección mejores para 
estos plásmidos que empleando el sistema Escort V anteriormente 
descrito. Igualmente, las células han de ser transfectadas cuando se 
encuentran en fase de crecimiento exponencial. Antes de comenzar la 
transfección, se cambia el medio a las células por otro Opti-MEM 
(Gibco). En un tubo se añaden 250 μL de medio Opti-MEM y 4 μg del 
plásmido EDAwt o EDAmt, según corresponda, junto con 1 μg del 
plásmido pGL4.70. En otro tubo se añaden 250 μL de medio Opti-
MEM y 10 μL del agente Lipofectamina2000. Estos volúmenes se 
emplean por cada pocillo de placa de 6 pocillos a transfectar. Para los 
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plásmidos FN y FNmt, se empleó 8 μg de DNA y 20 μL de 
Lipofectamina2000 en volúmenes de 500 μL de medio Opti-MEM, ya 
que la transfección se hizo en placas P-60. Tras dejar reposar 5 min a 
temperatura ambiente, la disolución de DNA se añade gota a gota a la 
de Lipofectamina. Esperamos 30 min y a continuación se añade gota a 
gota 500 μL de la mezcla a cada una de los pocillos. Finalmente, entre 
3-4 horas después, se añade al medio FBS al 1%. 
 
 
14. ENSAYO DE SPLICING IN VIVO CON EL PLÁSMIDO E1A 
14.1. Purificación de RNA 
 Unas 24 horas después de la transfección del plásmido E1A, las 
células fueron pre-tratadas durante 1 hora con el inhibidor 
correspondiente (LY o U0126) y después se añadió RA durante 24 
horas en presencia de los inhibidores. Las células fueron recogidas 
con PBS frío y con ayuda de un rascador. De ellas se extrajo el RNA 
total empleando el HCkit S Quick Gene RNA (Fujifilm) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Resumidamente, las células son lisadas 
en un tampón suplementado con β-mercaptoetanol. Tras homogenizar 
y agitar en vortex durante 1 min, se añade un tampón de solubilización 
y después etanol al 100%. Este extracto es cargado en unas columnas 
que retienen el RNA, de modo que dicho extracto pasa a través de 
ellas gracias al vacío ejercido por el QG-Mini80 (Fujifilm). Tras lavar 
una vez con el tampón correspondiente suplementado con etanol, el 
DNA es eliminado añadiendo RQ-DNasa I (Promega). Seguidamente 
se realizan dos lavados más y finalmente el RNA es eluído en 25 μL 
del tampón de elución. El RNA se cuantifica y comprueba su 
integridad en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio antes de 
ser guardado a -80ºC. 
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14.2. RT-PCR, PCR y cuantificación de las bandas 
 El cDNA se prepara a partir de 1 μg del RNA correspondiente 
por transcripción reversa usando como primer 1 μg de oligo-(dT)16 y 
la Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega) en un volumen de 
reacción de 25 μL. Se realiza una primera incubación a 70ºC durante 5 
min para el apareamiento entre el RNA y el primer. Después se añade 
la mezcla de tampón de enzima 1X, 0,4 mM dNTPs, inhibidor de 
RNasas (RNAsin®, 40U) y la transcriptasa reversa (400U) que se 
incuba a 42ºC durante 50 minutos. 
 A continuación, una alícuota de 2,5 μL de la RT-PCR se emplea 
para la realización de la reacción de PCR, usando como enzima la Taq 
DNA polimerasa (Biotools) y un volumen de reacción de 25 μL. Los 
primers (obtenidos de Bonsai Technologies) empleados para la 
detección de las distintas formas de splicing del mini-gen E1A son el 
E1A directo 5′GTTTTCTCCTCCGAGCCGCTCCGA y el E1A 
reverso 5′CTCAGGCTCAGGTTCAGACACAGG. Las condiciones 
de la PCR son: 1 ciclo de 95ºC durante 5 min, 24 ciclos de 95ºC 
durante 30 s, 62ºC durante 20 s y 72ºC durante 40 s, y 1 ciclo final de 
72ºC durante 10 min. Un experimento previo fue realizado para 
determinar el número de ciclos válidos para que la PCR estuviera 
dentro del rango semi-cuantitativo. Los productos de la PCR se 
separan en un gel de agarosa al 2% y son visualizados mediante 
tinción con bromuro de etidio. La imagen del gel se toma con una 
cámara oscura Ultima 16si Plus (Isogen) y las bandas fueron 
cuantificadas con el software Image Gauge v4.0 (Fujifilm) 
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15. ENSAYO DE SPLICING IN VIVO CON EL PLÁSMIDO FN 
15.1. Purificación de RNA 
 Unas 24 horas después de la transfección del plásmido FN, las 
células fueron tratadas con RA 1 μM durante diferentes tiempos. Las 
células fueron lavadas con PBS frío y recogidas con ayuda de un 
rascador en Trizol (Invitrogen) para la extracción del RNA. Con este 
agente, las células se lisan y centrifugamos a 12.000g a 4ºC durante 10 
min para eliminar el material insoluble. Al sobrenadante añadimos 0,2 
mL de cloroformo y agitamos en el vortex. Tras dejar reposar 5 min a 
temperatura ambiente, se centrifuga a 12.000g a 4ºC durante 15 min. 
Extraemos la fase acuosa y le añadimos 0,5 mL de isopropanol. 
Volvemos a dejar reposar y el pellet de RNA se obtiene por 
centrifugación a 12.000g a 4ºC durante 10 min.  A continuación, lo 
lavamos dos veces con etanol al 75%. Después del último lavado, se 
deja secar al aire y resuspendemos en agua miliQ. El RNA se 
cuantifica y comprueba su integridad en un gel de agarosa teñido con 
bromuro de etidio antes de ser guardado a -80ºC. 
 
15.2. RT-PCR, PCR y visualización de las bandas 
 La RT-PCR y PCR se realizaron en un solo paso mediante el 
empleo del kit SuperScript® III (Invitrogen) a partir de 1 μg del RNA 
correspondiente en un volumen total de reacción de 25 μL. Los 
primers (obtenidos de Sigma) empleados son el FN directo 
5′CACTGCCTGCTGGTGACTCGA y el FN reverso 
5′GCGGCCAGGGGTCACGAT. Las condiciones de la PCR son: 1 
ciclo de 55ºC durante 30 min, 1 ciclo de 94ºC durante 2 min, 25 ciclos 
de 95ºC durante 15 s, 60ºC durante 30 s y 68ºC durante 30 s, y 1 ciclo 
final de 68ºC durante 5 min. Un experimento previo fue realizado para 
determinar el número de ciclos válidos para que la PCR estuviera 
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dentro del rango semi-cuantitativo. Los productos de la PCR se 
separan en un gel de agarosa al 1,5% y son visualizados mediante 
tinción con bromuro de etidio. La imagen del gel se toma con una 
cámara oscura Ultima 16si Plus (Isogen), siendo el tamaño teórico de 
la banda EDA+ 658 pb y el de la EDA- 358 pb. 
 
 
16. ENSAYO LUCIFERASA 
 Unas 6 horas después de la transfección de los plásmidos 
EDAwt, EDAmt y pGL4.70, las células fueron pre-tratadas durante 1 
hora con el inhibidor correspondiente (LY o U0126) y después se 
añadió RA durante 24 horas en presencia de los inhibidores. Los 
reactivos y tampones empleados para la realización de este ensayo 
fueron los proporcionados por el sistema Dual-Luciferase Reporter 
Assay (Promega). 
Las células fueron lavadas con PBS frío y a continuación se 
añaden 150 μL del tampón de lisis “pasivo”. Se deja durante 30 
minutos en agitación y entonces se recogen las células. El extracto se 
centrifuga a 16.100 rpm durante 10 min y recogemos el sobrenadante 
que será el que empleemos para determinar la actividad luciferasa. 
El aparato utilizado para la medida de la luciferasa fue el 
contador luminiscente multietiqueta Victor2 (Wallac). Para ello, se 
ponen en la placa de medida 60 μL de la disolución Luciferase Assay 
y añadimos 30 μL de los lisados celulares. Se realiza entonces la 
primera medida que corresponde a la luciferasa de luciérnaga (firefly). 
A continuación, se añaden 60 μL de la disolución Stop and Glo y 
llevamos a cabo una segunda medida que corresponde a la luciferasa 
Renilla. 
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Cada tratamiento es realizado por duplicado y testado en tres 
ensayos de muestras independientes. Los valores de luciferasa EDAwt 
son primeramente normalizados respecto a los valores de Renilla, para 
corregir las variaciones en la eficiencia de transfección. Después, se 
calcula la media de los duplicados y dicho valor es dividido por el 
correspondiente valor de EDAmt, para eliminar aquellos incrementos 
de luciferasa que son debidos a efectos inespecíficos no debidos a las 
proteínas SR. Por último, los resultados son normalizados respecto a 
los de la situación control. 
 
 
17. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
Los datos se han expresado como medias ± desviación estándar. 
El test estadístico utilizado para evaluar las diferencias entre muestras 
ha sido el ANOVA. Además, se realizó la prueba de Levene para 
comprobar la homogeneidad de varianzas. Los test post-hoc utilizados 
para las comparaciones entre las distintas muestras fueron Bonferroni 
(en el caso de muestras que presentaron homogeneidad de varianzas) o 
Games-Howell (cuando las muestras no cumplieron dicho criterio). Se 
consideraron estadísticamente significativos los valores de P < 0,05, 
indicándose también cuando se cumple que P < 0,01 o P < 0,001. Los 
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1. ESTUDIO DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN ACTIVADAS 
POR EL ÁCIDO RETINOICO 
Los resultados previos obtenidos en el laboratorio indicaban que 
el RA era capaz de activar mediante un mecanismo no genómico en 
un tiempo corto a las rutas de señal PI3K/Akt y la MAP kinasa ERK 
(Masiá et al., 2007). Esto se consigue mediante la fosforilación de Akt 
en su serina 473 y de ERK1/2 en su tirosina 204, siendo detectable a 
partir de los 5 min después de la inducción con RA. Éste constituye el 
punto de partida a partir del cual hemos realizado varios estudios 
sobre los posibles sustratos downstream de estas rutas que podrían 
estar siendo activados y la relación existente entre ellas y con otras 
posibles rutas activadas gracias al empleo de inhibidores de las 
mismas. 
 
1.1. Activación de las vías de señal de Akt y ERK inducida por RA 
en ausencia de suero 
En primer lugar, consideramos si la retirada del suero es capaz 
de afectar a la inducción por RA de Akt y ERK. Había sido descrito 
que en algunos tipos celulares de neuroblastoma la retirada del suero 
podía dirigir hacia la diferenciación con una aumento rápido en la 
fosforilación de EGFR, Akt y ERK1/2 (Evangelopoulos et al., 2005). 
Para nuestras células SH-SY5Y, la retirada del suero durante 16 horas 
supone una drástica disminución en los niveles basales de P-Akt y P-
ERK1/2 respecto a la situación de crecimiento en 10% FBS. El 
tratamiento con RA sigue produciendo una activación de Akt y 
ERK1/2, aunque se produce algo retrasada en el tiempo, pues no es 
apreciable a 5 minutos y el máximo a tiempos cortos se consigue a 30 
minutos. Además, tras 24 horas de tratamiento existe un alto grado de 
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fosforilación, como ocurre también en la situación con suero (Figura 
14). 
 
Figura 14. La retirada del suero no afecta a la activación de Akt y 
ERK por RA. Western blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto 
proteico total de células SH-SY5Y tratadas con RA 1 μM a los 
tiempos indicados en la figura. La membrana se incubó con el 
anticuerpo para P-Akt y a continuación con los anticuerpos para P-
ERK y Akt sucesivamente. 
 
Este resultado nos confirma que la reducción de la cantidad de 
suero en el medio de cultivo disminuye los niveles basales de 
activación de las kinasas Akt y ERK1/2. Así, el procedimiento que de 
modo habitual empleamos previamente al tratamiento con RA, 
consistente en ayunar las células durante 16 horas con un medio de 
cultivo con 1% FBS, en lugar del 10%, ayuda a mantener un nivel más 
bajo de fosforilación de las kinasas y facilita así la detección del 
incremento producido al tratar con RA. 
 
1.2. Fosforilación inducida por RA de sustratos downstream en la 
ruta de PI3K/Akt 
La inducción de la fosforilación de la kinasa Akt debería llevar a 
su vez a la fosforilación de otros sustratos situados por debajo de ella 
en la cascada de señalización. Este hecho fue comprobado en primer 
lugar mediante el empleo de un anticuerpo que reconoce 
específicamente el dominio de fosforilación de Akt, 
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(R/K)X(R/K)XX(S*/T*). Realizamos un western blot con extractos 
proteicos totales para comprobar que, efectivamente, el tratamiento 
con RA inducía cambios en la fosforilación de los sustratos de Akt. Se 
observa un incremento de la fosforilación en bandas de pesos 
moleculares aproximados de 25, 47,5 y 65 kDa y en tres bandas 
comprendidas entre 28-30 kDa (Figura 15A).  
Igualmente, el resultado es similar con este mismo anticuerpo 
pero empleando extractos nucleares y en una escala temporal más 
corta. Se observa una fuerte y rápida fosforilación, a 10 min, de una 
banda en torno a 62 kDa y de un doblete de bandas de tamaño 












Figura 15. El RA induce la fosforilación de sustratos de Akt. 
Western blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto proteico total (A) 
o nuclear (B) de células SH-SY5Y tratadas con RA 1 μM a los 
tiempos indicados en la figura. La membrana se incubó con el 
anticuerpo para el sitio de reconocimiento de Akt fosforilado. Las 
flechas indican los sustratos que incrementan su fosforilación. 
 
A B
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Por último, este anticuerpo también se utilizó en western blots 
bidimensionales de proteínas nucleares, como muestra la figura 16. 
Esto permite identificar manchas individuales en lugar de bandas. A 
parte de los cambios esperados para las proteínas de 32,5 kDa, 
también se observa un incremento de la fosforilación, caracterizado 
por la aparición de manchas desplazadas hacia el pH ácido por la 
carga negativa introducida por el fosfato, en otras proteínas cuyo 
tamaño es ligeramente superior a los 62 kDa. 
CONTROL
3 10pH











Figura 16. Comparación de la fosforilación de sustratos nucleares 
de Akt en geles bidimensionales. Western blot bidimensional. Se 
muestran dos geles representativos de las situaciones control y RA 
1μM 30 min. El rango de pH es de 3-10 y cada gel se realizó con 30 
μg de proteína nuclear total. Las flechas señalan las manchas que 
muestran un incremento de la señal más relevante como consecuencia 
del tratamiento con RA. 
 
A continuación, consideramos la fosforilación de dianas 
concretas downstream de Akt conocidas. Nos centramos en el estudio 
de dos dianas clásicas, las kinasas mTOR y p70S6. Al igual que 
ocurría con Akt, el tratamiento con RA era capaz de inducir la 
fosforilación rápida de mTOR en su Ser 2448 y de p70S6 en su Thr 
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389, siendo ambas detectables a los 10 minutos. Dicha fosforilación 
no se producía en presencia de LY294002, un inhibidor que actúa a 
nivel de PI3K, lo cual indica que es dependiente de la activación de P-
Akt y que tanto mTOR como p70S6 se encuentran por debajo de ella 
en la cascada de señalización. Los niveles de fosforilación son 
especialmente relevantes en una segunda ola de activación a las 24 
horas, cuando se alcanza un grado de inducción similar al logrado con 
suero (Figura 17). 
 
Figura 17. El RA induce la fosforilación de las kinasas mTOR y 
p70S6. Western blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto total de 
proteínas de células SH-SY5Y tratadas con RA 1 μM a los tiempos 
que se indica en la figura. El tratamiento durante 30 minutos con un 
medio con 10% de suero bovino fetal (FBS) es utilizado como control 
positivo. El tratamiento con LY 10μM se realizó durante 1 hora y 
posteriormente se adicionó el RA durante 10 minutos. La membrana 
fue incubada con Akt como control de carga. 
 
Estos resultados tomados en conjunto nos llevan a afirmar que la 
fosforilación de Akt en respuesta al tratamiento con RA se traduce 
efectivamente en la fosforilación de más sustratos downstream de la 
cascada de señalización PI3K/Akt, continuándose así el efecto no 
genómico del RA, hasta llegar a modificar a proteínas nucleares que 
podrían participar en la regulación de los procesos que ahí tienen 
lugar. 
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1.3. Influencia de los inhibidores de kinasas de las rutas de señal 
en la activación de Akt y ERK inducida por RA 
La relación entre las vías de señal PI3K/Akt y ERK1/2 fue 
estudiada mediante el empleo de inhibidores. Se utilizó LY294002, 
como inhibidor de PI3K, y los inhibidores de las MAP kinasas 
PD98059, que actúa a nivel de la MAPKK, y U0126, que ejerce su 
inhibición sobre MEK. La figura 18 muestra que ERK es fosforilada 
aunque inhibamos PI3K/Akt con LY, lo que indica una activación de 
ERK por otra vía independiente, e incluso se incrementan sus niveles 
tanto para el control como con la inducción con RA. También, como 
esperábamos, la inhibición de las MAP kinasas no afecta a la 
fosforilación de Akt.  
 
Figura 18. La activación de la ruta de ERK es independiente de la 
fosforilación de Akt. Western blot. Cada carril contiene 30 μg de 
extracto total de proteínas de células SH-SY5Y. Los tratamientos con 
RA 1μM se realizaron durante 10 minutos. Anteriormente, se había 
tratado a las células con el inhibidor correspondiente a la concentración 
indicada en la figura durante 1 hora. La membrana fue incubada con 
Akt como control de carga. 
 
A continuación, incluimos en el estudio con inhibidores a las 
kinasas mTOR y p70S6, y añadimos el tratamiento con el inhibidor 
H89 de la protein-kinasa A (PKA). Como cabía esperar, ambas 
fosforilaciones son inhibidas por LY y no afectadas por U0126 pero, 
curiosamente, con H89 los niveles basales de P-Akt y P-p70S6 se 
incrementan enormemente y se mantiene la inducibilidad. Sin 
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embargo, no ocurre lo mismo con mTOR, donde los niveles de su 
forma fosforilada disminuyen, aunque sigue existiendo activación por 
RA (Figura 19). Este resultado sugiere que mTOR es parcialmente 
activado a través de otra ruta afectada por H89 y que existe un efecto 
colateral sobre PI3K/Akt debido posiblemente a los mecanismos de 
intercomunicación entre vías de señalización. 
       
Figura 19. El inhibidor H89 de PKA incrementa la activación 
de p70S6 a través de la ruta PI3K/Akt, pero no de mTOR. 
Western blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto total de 
proteínas de células SH-SY5Y. Los tratamientos con RA 1μM se 
realizaron durante 10 minutos. Anteriormente, se había tratado a 
las células con el inhibidor correspondiente a la concentración 
indicada en la figura durante 1 hora. La membrana fue incubada 
con Akt como control de carga. 
 
 De modo similar, estudiamos como los distintos inhibidores 
podían afectar a la activación de ERK1/2 y a algunos de sus sustratos 
downstream conocidos. En primer lugar, consideramos al factor de 
transcripción CREB, que ya se había asociado a la respuesta al RA a 
través de una acción rápida no genómica mediada por ERK y RSK en 
algunos estudios en determinados tipos celulares (Cañón et al., 
2004;Aggarwal et al., 2006b;Kim et al., 2007). Más recientemente, 
también se ha relacionado con RA a través de la kinasa ATM 
(Fernandes et al., 2007). Como muestra la figura 20A, en células SH-
SY5Y el RA también induce la activación de CREB por fosforilación 
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en su Ser 133, siendo detectable a los 5 min, y bifásica, pues alcanza 
un máximo a 15 minutos para luego sufrir un ligero descenso a 1 hora, 
y posteriormente, a las 6 horas, experimentar de nuevo un incremento. 
Este perfil de activación caracterizado por sucesivas oscilaciones en la 
fosforilación, que también se observó para P-mTOR y P-p70S6 
(Figura 17), es típico de la activación por kinasas.  
En la figura 20B, se observa como la fosforilación de CREB no 
es afectada por LY y sí disminuida considerablemente por PD y 
U0126, aunque éstos inhibidores de ERK no impiden la inducción 
producida por el RA. Sin embargo, el inhibidor H89 sí es capaz de 
anular la fosforilación causada por el RA. El TPA, éster de forbol que 
activa fuertemente a la protein kinasa C, y a través de ella a Ras y a la 
MAP kinasa ERK, se emplea por tanto como control positivo de 
activación de dicha ruta de señalización. 
También nos fijamos como sustrato de ERK1/2 en la kinasa 
activada por mitógenos y estrés (MSK1), que resulta ser importante en 
la acción de los efectos no genómicos de la progesterona sobre la 
cromatina (Vicent et al., 2006). Muy recientemente, se ha asociado 
también a un efecto no genómico del RA siendo fosforilada por 
MAPK p38 en células MCF7 y MEF (Bruck et al., 2009). MSK1 es 
fosforilada en su Thr 581 cuando hacemos un tratamiento corto 
(10min) con RA. En concordancia con lo descrito sobre ella en la 
bibliografía, la inhibición de PI3K/Akt no afecta a su activación, de 
hecho, favorece ligeramente la inducción por RA, pero sí la suprime la 
inhibición de ERK con PD o U0126. El tratamiento con H89, que 
también actúa como inhibidor de MSK1 afectando a sus sustratos 
downstream, impide la activación de MSK1 por RA, aunque lo hace 
de un modo extraño pues se observa un incremento de la fosforilación 
para el caso control (Figura 20B). 
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Figura 20. La fosforilación de MSK1, pero no de CREB, es 
dependiente de la MAP kinasa ERK. Western blot. Cada carril 
contiene 30 μg de extracto total de proteínas de células SH-SY5Y. A. 
El tratamiento con RA 1μM se realizó durante los tiempos indicados 
en la figura. B. Los tratamientos con RA 1μM se realizaron durante 10 
minutos. Anteriormente, se había tratado a las células con el inhibidor 
correspondiente a la concentración indicada en la figura durante 1 
hora. La membrana fue incubada en ambos casos con Akt como 
control de carga. 
 
Los resultados obtenidos con el inhibidor H89 hacen pensar que 
el RA podría estar activando a la PKA, como deducimos de tres 
hechos derivados de su inhibición: parece existir un mecanismo 
compensatorio sobre la vía de PI3K/Akt, P-mTOR disminuye sus 
niveles y por tanto está siendo activado por otra ruta distinta de Akt, y 
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1.4. Influencia de los inhibidores de kinasas de las rutas de señal 
en tratamientos largos con RA 
De modo similar, consideramos el efecto de una inhibición a 
tiempos más largos de tratamiento con RA, como 6 y 24 horas.  Esta 
idea parte de otros resultados obtenidos en el laboratorio en ensayos 
de transcripción que mostraban que el tratamiento con LY alteraba la 
transcripción a 6 y 24 horas de determinados genes comparado con la 
situación control (S. Meseguer, datos no publicados). Además, se 
describió que en células SH-SY5Y con tratamientos de RA a tiempos 
largos, MEK1/2, kinasa encargada de fosforilar a ERK, puede ser 
activada a través de PI3K, pues ésta puede actuar sobre la GTPasa 
RAC que a su vez activa a la kinasa Raf que es la proteína que 
fosforila a MEK (Pan et al., 2005). Sin embargo, a pesar de que LY 
aumentaba ligeramente la activación de ERK a tiempos cortos (como 
también se puede observar en las Figuras 18 y 20B), los niveles de P-
ERK disminuyen de forma evidente a las 24 horas respecto a la 
situación sin inhibidor. El efecto fue el mismo cuando consideramos 
un sustrato de ERK como es la kinasa MSK1 (Figura 21). 
     
Figura 21. La activación de la ruta de ERK es independiente de 
Akt pero se ve influida por la inhibición de ésta. Western blot. Cada 
carril contiene 30 μg de extracto total de proteínas de células SH-
SY5Y. Los tratamientos con RA 1μM se realizaron a los tiempos 
indicados en la figura. Anteriormente, se había tratado a las células 
con el inhibidor LY a una concentración 10 μM durante 1 hora. El 
TPA fue usado como control positivo para los anticuerpos P-ERK y P-
MSK1. La membrana fue incubada con actina como control de carga. 
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 En el caso contrario, es decir, inhibición de la MAP kinasa MEK 
con U0126 y estudio de la ruta PI3K/Akt, el resultado mostró que 
tanto a tiempos cortos como a tiempos largos la fosforilación de Akt 
no presenta grandes diferencias en presencia de inhibidor respecto a la 
situación control en ausencia del mismo. El resultado también fue el 
mismo para un sustrato de Akt como es la kinasa mTOR (Figura 22). 
 
Figura 22. La activación de la ruta de Akt  es independiente de la 
inhibición de ERK. Western blot. Cada carril contiene 30 μg de 
extracto total de proteínas de células SH-SY5Y. Los tratamientos con 
RA 1μM se realizaron a los tiempos indicados en la figura. 
Anteriormente, se había tratado a las células con el inhibidor U0126 a 
una concentración 10 μM durante 1 hora. El FBS 10% fue usado como 
control positivo de activación de Akt. La membrana fue incubada con 
Akt como control de carga. 
 
1.5. Inducción de la fosforilación de la serina 10 de la histona H3 
por el RA 
Una buena candidata como diana de los efectos no genómicos 
del RA es la fosforilación de la serina 10 de la histona H3. 
Concretamente, esta modificación en la Ser 10 de la cola N-terminal 
posee una doble función: durante la mitosis y meiosis, permite la 
condensación de los cromosomas; en la interfase, permite la 
transcripción de un gran número de genes que son activados como 
consecuencia de diversos eventos de señalización celular. Esta 
segunda función se describió a partir de la correspondencia entre la 
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rápida fosforilación de la H3 y la activación transcripcional de los 
genes de respuesta temprana c-fos y c-jun (Mahadevan et al., 1991).  
Una primera relación con el RA fue establecida en el estudio en 
células P19 de la activación transcripcional del gen RARβ2, que 
contiene elementos RARE y se induce al tratar con retinoides, en 
donde se demostró que mientras las lisinas de las histonas H3 y H4 
están constitutivamente acetiladas, el tratamiento con RA provoca un 
aumento en la fosforilación de la serina 10 de la H3 a las 6 horas 
(Lefebvre et al., 2002). 
En el estudio ya comentado anteriormente sobre efectos no 
genómicos de la progesterona, también se determinó mediante 
experimentos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) que la 
histona H3 es fosforilada en su serina 10 en los promotores de ciertos 
genes, produciéndose una remodelación cromatínica que favorece la 
activación transcripcional (Vicent et al., 2006). 
Mediante el empleo de un anticuerpo que reconoce 
específicamente la forma fosforilada de la histona H3 en la Ser 10 
estudiamos si el RA era capaz de inducir esta modificación. Como se 
muestra en la figura 23, la fosforilación es visible a partir de los 5 
min, y se mantiene hasta los 30 min para luego decaer a 1 hora. Los 
niveles de fosforilación se recuperan parcialmente al llegar a las 6 
horas de tratamiento. El control positivo viene dado por el tratamiento 
con cis-platino, del cual está descrito que causa la fosforilación de H3 
en tiempos relativamente cortos (Wang y Lippard, 2004). 
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Figura 23. El RA induce la fosforilación de la histona H3. Western 
blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto total de proteínas de 
células SH-SY5Y. Los tratamientos con RA 1 μM se realizaron a los 
tiempos indicados en la figura. El tratamiento con 5 μg/mL de cis-
platino se realizó durante 6 horas. La membrana se incubó primero 
con el anticuerpo P-Ser10-H3 y después con un anticuerpo frente a 
actina como control de carga. 
 
Intentamos a continuación determinar qué ruta era la responsable 
de esta fosforilación. Según la bibliografía, las MAP kinasas ERK y 
p38, actuando a través de la kinasa MSK1/2, eran las principales 
candidatas (Thomson et al., 1999;Dyson et al., 2005). Primeramente, 
observamos que el LY no impide la activación por RA. Sin embargo, 
tampoco fuimos capaces de suprimir la inducción con el inhibidor 
U0126 de la ruta de ERK, ni con el inhibidor SB de la p38, ni  tan 
siquiera con H89, que ya dijimos también actúa como inhibidor de 
MSK1. Además, el hecho de que el TPA no induzca la fosforilación 
de H3, hace indicar que posiblemente ERK no será la principal ruta 
implicada (Figura 24).  
Por tanto, la inducción de la fosforilación de la serina 10 de la 
histona H3 por el tratamiento con RA nos aporta una evidencia más de 
que las acciones no genómicas podrían actuar sobre la activación 
transcripcional. Dicha fosforilación, o bien se produciría por alguna de 
las rutas no consideradas hasta el momento (como IKK), o bien se 
realiza por actuación conjunta de dos o más cascadas de señalización, 
ya que con la inhibición de una sola no se consigue que desaparezca la 
inducción. 
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Figura 24. La fosforilación de la Ser 10 de H3 no es dependiente 
de forma exclusiva de ninguna de las rutas consideradas. Western 
blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto total de proteínas de 
células SH-SY5Y. Los tratamientos con RA 1μM se realizaron 
durante 10 minutos. Anteriormente, se había tratado a las células con 
el inhibidor correspondiente a la concentración indicada en la figura 
durante 1 hora. El tratamiento con TPA se realizó durante 30 minutos. 
La membrana fue incubada con actina como control de carga. 
 
1.6. La MAP kinasa p38 no está implicada en las acciones no 
genómicas del RA en células de neuroblastoma SH-SY5Y 
Aparte de las rutas de PI3K/Akt y de la MAP kinasa ERK, 
varios estudios indicaban que el RA podía activar la MAP kinasa p38, 
destacando sobre todo las publicaciones de un mismo grupo en las 
que demostraron que esta ruta era determinante en células F9, MCF7 
y MEF para la fosforilación dependiente de RA del recepor RAR y 
otros cofactores transcripcionales, aunque también observaron que 
esta activación no se producía en otras líneas celulares, como SKBR3 
(Gianni et al., 2002;Gianni et al., 2006;Bruck et al., 2009).  
Consecuentemente, analizamos si en nuestras células SH-SY5Y 
existía activación de la ruta MAPK p38 mediante el empleo de un 
anticuerpo que reconoce específicamente dicha kinasa cuando se 
encuentra doblemente fosforilada en la Thr 180 y la Tyr 182. 
Utilizamos su inhibidor SB203580 como posible control negativo y 
un tratamiento con anisomicina 10μM como control positivo. El 
resultado fue que el RA no activa esta vía de señal a tiempos cortos, y 
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a pesar de que los niveles de p38 son bastante apreciables, sólo la 
anisomicina consiguió inducir la fosforilación de p38 (Figura 25). 
Del mismo modo, tampoco conseguimos observar una activación 
aumentando el tiempo de tratamiento con RA hasta las 24 horas 
(figura no mostrada). 
 
Figura 25. El RA no es capaz de inducir la ruta de la MAPK p38. 
Western blot. Cada carril contiene 30 μg de extracto total de proteínas 
de células SH-SY5Y. Los tratamientos con RA 1μM se realizaron 
durante 10 minutos. Anteriormente, se había tratado a las células con 
el inhibidor correspondiente a la concentración indicada en la figura 
durante 1 hora. La anisomicina fue empleada como control positivo 
para el anticuerpo P-p38. La membrana fue incubada con p38 como 
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2. ESTRATEGIA PROTEÓMICA PARA IDENTIFICAR 
NUEVAS PROTEÍNAS DIANA DE LAS ACCIONES NO 
GENÓMICAS DEL RA 
2.1. Estrategia basada en la comparación de los fosfoproteomas 
nucleares mediante geles bidimensionales 
Con el objetivo de averiguar cómo se relacionan e integran las 
acciones genómicas y no genómicas del RA, tratamos de encontrar 
proteínas cuya fosforilación fuera modificada como consecuencia de 
un efecto extra-genómico del RA y para ello se diseñó una primera 
aproximación proteómica consistente en la realización de geles 
bidimensionales de fosfoproteínas. 
 
2.1.1. Esquema general del ensayo 
Como se encuentra esquematizado en la figura 26, para este 
ensayo partimos de extractos nucleares de células control y células 
tratadas durante 30 minutos con RA, sobre los cuales llevamos a cabo 
un enriquecimiento en fosfoproteínas mediante una cromatografía de 
afinidad (Qiagen phosphoprotein purification kit). Las fracciones de 
fosfoproteínas son concentradas y lavadas con 10 mM Tris-HCl pH 
7,0 por ultrafiltración para eliminar las sales. A continuación se realiza 
la electroforesis bidimensional, con una primera separación por 
isoelectroenfoque (en tiras de pH 3-10) en base al pI y una segunda 
dimensión en gel SDS-PAGE para separar según el peso molecular. 
Los geles obtenidos son teñidos con Coomassie y comparados 
mediante un programa bioinformático adecuado (PD-Quest) y 
aquellas manchas que están diferencialmente representadas al 
comparar control y RA son seleccionadas para su posterior 
identificación mediante espectrometría de masas. 
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Control RA (1μM, 30 min)
Extracto nuclear














Figura 26. Esquema del primer abordaje proteómico. Se comparan 
los geles bidimensionales de los extractos de fosfoproteínas nucleares 
de células control y células tratadas durante 30 min con RA 1 μM. 
Cada paso ha sido descrito con detalle en el apartado de “Material y 
Métodos”. 
  
Idealmente, en este tipo de comparaciones sería más adecuado 
la comparación de fosfopéptidos en lugar de fosfoproteínas, pero 
asumimos que en tratamientos a tiempos tan cortos los niveles totales 
de proteína no cambian, por lo que los cambios observados deben ser 
debidos a un incremento o disminución en la fosforilación. 
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2.1.2. Enriquecimento de fosfoproteínas nucleares 
A fin de comprobar que la purificación por cromatografía de 
afinidad funcionaba correcta y eficazmente, se analizó la fracción del 
lisado nuclear, la fracción no retenida (flow through) y la fracción 
eluída en geles de SDS-PAGE mediante la tinción con ProQ® 
Diamond, específica de proteínas fosforiladas. A continuación, el 
mismo gel fue teñido con Sypro® Ruby para detectar proteínas 
totales. Los resultados de la tinción con ProQ® muestran un evidente 
enriquecimiento de fosfoproteínas en el eluído, y a pesar de que no 
todas son retenidas y una pequeña parte se pierde, la gran mayoría de 





Figura 27. Tinciones 
fluorescentes de geles 
SDS-PAGE. Cada carril 
contiene 4 μg de proteína 
de extracto nuclear de 
células SH-SY5Y. El 
tratamiento con RA 1 μM 
se realizó durante 30 min. 
Primero se realizó la 
tinción con ProQ-
Diamond, y después la 
tinción con Sypro-Ruby. 
L: lisado nuclear total; FT: 
fracción no retenida (flow 
through); E: eluído. M: 
marcador de pesos 
moleculares, la señal más 
intensa en el gel teñido 
con ProQ pertenece a la 
ovoalbúmina, de peso 
molecular 45 KDa y con 2 
grupos fosfato.  
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Otra forma de comprobar que la purificación funciona 
adecuadamente es mediante el empleo de anticuerpos específicos 
contra residuos fosforilados. En este caso, además realizamos un 
segundo enriquecimiento a partir de la fracción no retenida de una 
primera tanda de purificación para evaluar las posibles pérdidas de 
fosfoproteínas. Como pudimos observar en western-blots con los 
anticuerpos P-Ser y P-Tyr, la amplia mayoría de fosfoproteínas 
aparecen ya retenidas en los primeros eluídos, y las escasas proteínas 
fosforiladas presentes en los segundos eluídos son redundantes con las 




Figura 28. El empleo de 
Ac contra fosforesiduos 
permite comprobar el 
enriquecimiento en 
fosfoproteínas. Western 
blot. Cada carril contiene 
30 μg de proteína. El 
tratamiento con RA 1 μM 
se realizó durante 30 min. 
Primero se incubó con el 
Ac para P-Ser y 
seguidamente con el 
correspondiente para P-
Tyr. FT1 y FT2: 
fracciones no retenidas 
(flow through); EL1 y 
EL2: eluídos. Las flechas 
indican las fosfo-
proteínas más relevantes 
que son retenidas en la 
segunda purificación para 
corroborar que ya se 
detectan en los eluídos de 
la primera tanda. 
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Otro de los aspectos que consideramos sobre el proceso de 
purificación de fosfoproteínas fue el porcentaje de ellas que eran 
retenidas respecto al total presente en el extracto nuclear. Como 
resultado de la cuantificación de dicho porcentaje en las diversas 
muestras realizadas, tanto para geles bidimensionales como para la 
posterior estrategia proteómica (iTRAQ), pudimos determinar que 
entre el 15-16% de proteína nuclear es retenida en la purificación y 
que este porcentaje no presentaba prácticamente variación entre las 
muestras control y las tratadas con RA (Figura 29). 







































Figura 29. Porcentaje de proteína en las fracciones eluídas respecto 
al total según el tratamiento realizado. Se representa la media y 
desviación estándar para cada grupo de muestras, y separadas en dos 
gráficas según la estrategia proteómica para la que se realizó el 
enriquecimiento. 
 
2.1.3. Comparación de fosfoproteomas nucleares mediante tinción 
de geles bidimensionales 
En la figura 30 se muestran dos geles de fosfoproteínas 
nucleares representativos del control y el tratamiento con RA 1 μM 
durante 30 min, tras la tinción de las proteínas con Simply Blue, 
compuesto de naturaleza similar al azul de Coomassie. 
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Figura 30. Cambios en el patrón de manchas de geles 
bidimensionales de proteínas fosforiladas nucleares. En la parte 
superior se muestran dos geles representativos de las situaciones 
control y RA 1μM 30 min. El rango de pH es de 3-10 y cada gel se 
realizó con 125 μg de proteína fosforilada nuclear. Las flechas señalan 
las manchas seleccionadas después del análisis bioinformático de los 
geles, por sobreexpresión (nº 1-7), infraexpresión (nº 8) o 
desplazamiento horizontal (nº 9). En la parte inferior se muestra una 
ampliación de la zona del gel correspondiente a cada mancha. 
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Se realizaron cinco parejas de geles que fueron comparadas 
independientemente con el programa PD-Quest (Bio-Rad). Aquellas 
manchas o spots que, tras normalizar, tenían una tendencia de cambio 
robusta (sobreexpresión mayor de 1,5 o una infraexpresión menor de 
0,7 respecto al control), o que presentaban un desplazamiento 
horizontal (por cambio del punto isoeléctrico), fueron seleccionadas. 
Finalmente, el análisis bioinformático permitió encontrar nueve 
manchas que se ajustaban a estos criterios (Figura 30, ampliadas en la 
parte inferior). 
 
2.1.4. Identificación de las manchas seleccionadas y cuantificación  
A continuación, las nueve manchas consideradas fueron 
identificadas, después de la digestión con tripsina, siguiendo dos 
métodos distintos basados en espectrometría de masas. Por un lado, 
mediante ionización con nano-electrospray, en donde los iones doble o 
triplemente cargados fueron fragmentados por “disociación inducida 
por colisión” (CID-MS/MS) y su secuencia deducida a partir de los 
espectros obtenidos (Tabla 2). En segundo lugar, mediante huella 
peptídica por MALDI-TOF/TOF, donde la identidad de la proteína fue 
hallada utilizando el programa MASCOT (Tabla 3 y Anexo I). 
Todas las proteínas fueron identificadas y resultaron ser, como 
cabía esperar, de localización nuclear y con sitios de fosforilación ya 
descritos. En el caso de las muestras 3 y 4 (HMGB1), se trata 
posiblemente de dos formas de la misma proteína con distinto grado 
de fosforilación, siendo la número 3 la más fosforilada. Algo parecido 
ocurre con la muestra 7 (hnRNP-K), que sería una proteína multi-
fosforilada donde la variación estaría en la mancha situada más hacia 
el polo positivo, y por tanto, más fosforilada. Para las muestras 5 y 6 
(hnRNP-C1/C2), ambas serían isoformas de la misma proteína con 
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una pequeña variación en el peso molecular. Por último, para las 
muestras 2 y 9 (H1.5), en el primer caso existe un incremento en los 
geles de RA mientras que en la número 9 observamos un 
desplazamiento hacia pH ácidos, siendo además éste muy pronunciado 






















3, 4 HMGB1 P09429 RPPSAFFLFCSEYRPK (97-112) 7e-10 















Tabla 2. Tabla resumen de la identificación de las manchas 
diferencialmente expresadas mediante secuenciación de los 
péptidos por CID-MS/MS. Se especifican los E-value obtenidos 
cuando se realiza un BLAST para los péptidos correspondientes, así 
como la posición en la secuencia de los péptidos secuenciados. Para 
todos ellos, los aminoácidos son coincidentes completamente (match 
del 100%) con la secuencia correspondiente en la proteína. HMGB1: 
High mobility group B1; hnRNP: Heterogeneous nuclear 





















2 Histona H1.5 P16401 2 12 70 
3 HMGB1 P09429 13 67 368 
5, 6 hnRNP-C1/C2 P07910 12 31 423 
8 PABP2 Q86U42 7 32 71 
9 Histona H1.5 P16401 11 41 316 
 
Tabla 3. Tabla resumen de la identificación de las manchas 
diferencialmente expresadas mediante huella peptídica por 
MALDI-TOF/TOF. Se especifican el número de péptidos distintos 
coincidentes en la huella, el porcentaje cubierto respecto a la secuencia 
total de la proteína y el valor de Score proporcionado por el programa 
MASCOT. Las siglas empleadas son las mismas que las empleadas en 
la tabla anterior. Los péptidos empleados en esta identificación se 
encuentran descritos con más detalle en el Anexo I. 
  
Se calculó la media y desviación estándar de los ratios respecto 
al control de cada una de estas proteínas con un cambio significativo a 
partir de los datos de los cinco geles. El cambio más apreciable es el 
que sufre la HMGB1, especialmente en la forma que se supone debe 
estar más fosforilada (mancha número 3). También sufre  una 
variación apreciable la mancha número 2 identificada como la histona 
H1.5, que correspondería a una forma extrañamente ácida con un pH 
en torno a 5,5. El resto de proteínas sobre-expresadas en los geles de 
RA poseen un ratio ligeramente por encima de 1,5 y la única proteína 
infra-expresada, la PABP2, tiene un ratio en torno a 0,6 (Figura 31). 
Una vez identificadas las proteínas, también buscamos en las 
bases de datos sus pesos moleculares y puntos isoeléctricos 
previamente descritos para comprobar que existía concordancia con 
los encontrados experimentalmente. Existía buena correlación en el 
caso de la NPM (33 kDa, 4,6) y de las hnRNPs C1/C2 y K (34 kDa, 
4,9 y 51 kDa y 5,4, respectivamente). Para la HMGB1, el tamaño 
coincidía (25 kDa) pero el pI teórico era más ácido (5,6 frente a un pI 
experimental en torno a 7). Para la PABP2 ocurre al contrario, el 
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tamaño es distinto del teórico (33 kDa) pero el pI es el mismo (5,0). 
En la histona H1.5, el peso molecular descrito es ligeramente inferior 
(22 kDa), mientras que, como ya he comentado, sufre un gran 
desplazamiento hacia pH más ácidos a pesar de ser una proteína 
básica con un pI de 10,9. Estas divergencias suelen ser comunes y se 
explican por las variaciones que se producen en algunas proteínas en 
los geles de acrilamida, por la presencia de distintas isoformas por 



























Figura 31. Gráfico representativo de las medias y desviaciones 
estándar. Se calculó la media y desviación estándar para cada una de 
las proteínas seleccionadas (excepto la número 9 que sufría alteración 
de su posición). Se realizó a partir de los valores obtenidos de 
intensidades de mancha, tras normalizar respecto a la cantidad total de 
manchas en el gel, del análisis independiente de cinco parejas de geles 
bidimensionales. 
 
2.1.5. Validación de los resultados obtenidos 
 Como es recomendable para la mayoría de las técnicas, los 
resultados del ensayo proteómico han de ser validados mediante el 
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empleo de otras metodologías. Una primera validación que se puede 
realizar de forma rápida y sencilla es comprobar los niveles de las 
proteínas identificadas en los extractos de fosfo-proteínas, mediante 
inmunodetección con anticuerpos específicos frente a la proteína total 
correspondiente. Como se observa en la figura 32A, existe en los 
fosfo-eluídos de RA un incremento en los niveles de todas las 
proteínas determinadas como sobre-expresadas en los geles 
bidimensionales. Al cuantificar estos niveles, a partir de los resultados 
de al menos tres eluídos de experimentos independientes, 
efectivamente todas ellas se encuentran incrementadas, a pesar de que 
el valor del ratio es algo menor si lo comparamos con la 










Figura 32. Incremento de las proteínas determinadas como 
fosforiladas en los eluídos de fosfoproteínas de RA. A. Western blot. 
Cada carril contiene 25 μg de proteína procedente de los eluídos de la 
purificación de fosfoproteínas del control y del tratamiento con RA 
1μM 30 min. B. Se calculó la media y desviación estándar a partir de 
los valores obtenidos en al menos tres extractos de fosfoproteínas 
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Partiendo del hecho de que desconocemos los posibles sitios de 
fosforilación, realizamos una segunda validación mediante western 
blots bidimensionales empleando estos mismos anticuerpos y con 
extractos de proteínas nucleares no fraccionados, con el objetivo de 
comprobar si la mancha (spot) más ácida y, consecuentemente, más 
fosforilada ya que los fosfatos aumentan la carga negativa, se 
modificaba al tratar con RA. Empleamos tiras IPG de pH 4-7 que 
permiten una mayor resolución al ser el rango de pH más estrecho, 
excepto para la histona H1.5 cuyo desplazamiento cubría un intervalo 
de pH más amplio. 
Los resultados de los western blots bidimensionales (Figura 33) 
mostraron que para todas las proteínas estudiadas el tratamiento con 
RA inducía cambios asociados con una posible fosforilación, bien por 
aparición de nuevas manchas situadas hacia un pH más ácido (caso de 
H1.5 y hnRNP-K), bien por incremento en la intensidad de la mancha 
más ácida (caso de HMGB1 y hnRNP-C1/C2). En todos ellos, el 
cambio es más visible después de 30 min de tratamiento con RA que a 
los 10 min. La quinta proteína considerada, la nucleofosmina, no pudo 
estudiarse en este caso pues el anticuerpo empleado producía un 
patrón inconsistente en western blot bidimensional. 
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Figura 33. Incremento de las formas más fosforiladas al tratar con 
RA. Western blots bidimensionales. Cada gel contiene 30 μg de 
extracto nuclear de proteínas de células SH-SY5Y. El tratamiento con 
RA 1 μM se realizó durante 10 o 30 min. La primera dimensión fue 
realizada en tiras IPG de pH 4-7 (B, C, D) o de pH 3-10 (A). La 
segunda dimensión fue realizada en geles SDS-PAGE de un 12,5% de 
acrilamida en todos los casos. Las membranas se incubaron con los 
anticuerpos para histona H1.5 (A), HMGB1 (B), hnRNP-C1/C2 (C) y 
hnRNP-K (D). 
 
A continuación, para comprobar que efectivamente este cambio 
era debido a una fosforilación y no a cualquier otra modificación post-
traduccional u otro motivo, se realizó un ensayo con una protein-
fosfatasa inespecífica, como la λ-Fosfatasa. En las cuatro proteínas 
estudiadas, el tratamiento con fosfatasa eliminaba el cambio 
observado al inducir con RA y además, en aquellas proteínas multi-
fosforiladas, producía una retracción de las manchas hacia pH más 
básicos (Figura 34). Sin embargo, en el caso de la histona H1.5, el 
desplazamiento causado por el RA no es completamente revertido por 
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la fosfatasa, lo que sugiere que otras modificaciones post-
traduccionales, además de la fosforilación, podrían contribuir al fuerte 
desplazamiento de pH (Figura 34A). 
 
Figura 34. Desaparición del cambio inducido por el RA al tratar 
con fosfatasa. Western blots bidimensionales. Cada gel contiene 25 μg 
de extracto nuclear de proteínas de células SH-SY5Y. El tratamiento 
con RA 1 μM se realizó durante 30 min. El tratamiento con λ-PPasa 
consistió en incubar el extracto con 400U de la enzima durante 1h a 
30ºC. La primera dimensión fue realizada en tiras IPG de pH 4-7 (B, C, 
D) o de pH 3-10 (A). Las membranas se incubaron con los anticuerpos 
para histona H1.5 (A), HMGB1 (B), hnRNP-C1/C2 (C), hnRNP-K (D). 
 
Otra forma de validar los resultados es mediante 
inmunoprecipitación (IP) de la proteína de interés y posterior estudio 
de su fosforilación mediante el empleo de anticuerpos específicos de 
residuos fosforilados. La IP con hnRNP-C1/C2 seguida del análisis 
mediante western blot con el anticuerpo P-Ser, muestra que el 
tratamiento con RA a 30min incrementa la fosforilación (Figura 
35A). De modo similar, la inmunoprecipitación con el anticuerpo 
hnRNP-K y el consiguiente análisis con los anticuerpos P-Ser y P-Tyr 
Resultados II   
 122
nos permitió identificar un aumento en la fosforilación de serinas, 
mientras que no detectamos ninguna señal para las tirosinas 
fosforiladas (Figura 35B). En ambos casos, también se incubó con el 
mismo anticuerpo empleado en la IP para comprobar que el cambio en 
la fosforilación no era debido a una mayor cantidad de proteína en los 
extractos de inmunoprecipitación. 
 
Figura 35. Incremento de la 
fosforilación en serinas en 
experimentos de IP seguida 
de western blot con fosfo-
anticuerpos. La IP se realizó 
con 4 μg de los anticuerpos 
para hnRNP-C1/C2 (A) y 
hnRNP-K (B) sobre extractos 
nucleares de proteínas de 
células SH-SY5Y control y 
tratadas con RA 1 μM 30 min. 
Los inmunocomplejos se 
precipitaron con TrueBlot IgG 
beads anti-conejo. A 
continuación, se realizaron 
western blots empleando 
anticuerpos para residuos 
fosforilados en serinas y 
tirosinas. La membrana fue 
incubada finalmente con el 
mismo Ac empleado en la IP 
para comprobar los niveles de 
proteína.
 
Estos experimentos trataron de realizarse igualmente con los 
anticuerpos de las proteínas estudiadas anteriormente, pero en la 
mayoría de los casos el anticuerpo primario no resultó válido para 
inmunoprecipitar. Realizando la IP contraria, es decir, con los 
anticuerpos de residuos fosforilados y western blot con los anticuerpos 
para cada proteína, tampoco se consiguieron resultados aceptables. 
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2.2. Estrategia basada en la comparación de fosfoproteomas 
nucleares mediante LC-MS/MS y ensayo iTRAQ 
Una vez finalizada la estrategia proteómica de comparación de 
geles bidimensionales de proteínas, pudimos concluir que habíamos 
identificado seis proteínas nucleares cuya fosforilación estaría siendo 
afectada por el tratamiento con RA. Además, estos resultados podían 
validarse mediante otras metodologías para varias de ellas, 
confirmando que el procedimiento llevado a cabo había sido efectivo. 
Entre las proteínas identificadas se encuentran algunas relacionadas 
con la organización de la cromatina, como H1.5 y HMGB1, y sobre 
todo, otras son proteínas de unión al RNA y que, por tanto, podrían 
participar en algún proceso metabólico del RNA, como 
nucleofosmina, hnRNP-C1/C2, hnRNP-K y PABP2. 
Sin embargo, el número de proteínas identificadas resultaba 
insuficiente, sobre todo si queríamos extraer alguna hipótesis sobre 
qué procesos funcionales podrían estar siendo afectados. Esto sería 
debido en parte a las propias limitaciones impuestas por la técnica de 
geles bidimensionales teñidos con Coomassie. Entre ellas destacan 
que sólo aparecen las proteínas muy abundantes, siendo difícil 
detectar cambios en las poco representadas, y la dificultad de separar 
adecuadamente las proteínas con alto peso molecular o con un pI 
coincidente con los límites de las tiras IPG, es decir, las muy ácidas y 
las muy básicas, afectándonos especialmente esta última 
consideración dada la mayor frecuencia de proteínas básicas en el 
núcleo (para revisión, Rabilloud, 2002).  
Con el objetivo de superar las limitaciones técnicas que posee la 
estrategia anterior y de aumentar el número de proteínas identificadas, 
la siguiente opción fue realizar un experimento LC-MS/MS 
cuantitativo basado en el iTRAQ (isolated tags for relative and 
absolute quantification), una técnica independiente de los geles 
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bidimensionales. Para ello contábamos con el apoyo del servicio de 
proteómica del Centro de Investigación Príncipe Felipe (CIPF), 
dirigido por el Dr. Sánchez del Pino. El iTRAQ es una reciente y 
potente tecnología desarrollada por Applied Biosystems que permite 
cuantificar la cantidad relativa de proteínas hasta en cuatro muestras 
distintas, mediante el uso de iones reporteros que se unen a los 
péptidos resultantes de la digestión proteica (Ross et al., 2004). El 
número de proteínas identificadas es más alto y los valores relativos 
para la cuantificación son muy precisos y sometidos a un test 
estadístico para hallar su significación. Así, se trata de una de las 
técnicas proteómicas cuantitativas mejor valoradas y el número de 
ensayos que utilizan este tipo de técnica se han incrementado 
enormemente en los últimos años (para revisión, Wu et al., 
2006;Aggarwal et al., 2006a). 
 
2.2.1. Esquema general del ensayo mediante iTRAQ 
Para este ensayo (esquema en Figura 36), partimos igualmente 
de proteínas nucleares previamente enriquecidas en fosfoproteínas por 
cromatografía de afinidad (Qiagen phosphoprotein purification kit). 
En este caso incluimos un tiempo más de tratamiento con RA, a 15 
min, para identificar también proteínas rápidamente fosforiladas. Tras 
la purificación, los extractos fosfoproteicos son digeridos con tripsina 
y marcados independientemente con tres reporteros iTRAQ. 
Seguidamente, las muestras se combinan y dada su complejidad, se 
realiza una primera separación por cromatografía líquida 
multidimensional. Las fracciones de péptidos son entonces sometidas 
al análisis a través de LC-MS/MS. En los espectros, se observa por un 
lado el péptido fragmentado de modo normal reteniendo información 
sobre su secuencia y por otro los picos de los reporteros que se 
emplean para la cuantificación (m/z entre 114-117). 
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CÉLULAS SH-SY5Y
RA 1μM, 15 minControl RA 1μM, 30 min
Fracción enriquecida en fosfo-proteínas
Extracto nuclear
Ensayo iTRAQ




Cambios en familias proteicas Búsqueda de sitios de fosforilación Análisis funcional bioinformático  
 
Figura 36. Esquema general del ensayo proteómico mediante 
iTRAQ. Se comparan los extractos de fosfoproteínas control, RA-
15min y RA-30min. Todos los pasos del ensayo iTRAQ han sido 
descritos con detalle en el apartado 8 de “Material y Métodos”. 
Finalmente, los resultados pueden ser analizados desde distintos puntos 
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2.2.2. Identificación de las proteínas diferencialmente fosforiladas 
Los resultados obtenidos de los espectros de masas se integran 
para identificar las proteínas y realizar su cuantificación relativa, 
usando el software Protein Pilot. En el iTRAQ estos resultados poseen 
una alta fiabilidad gracias a la precisa cuantificación que proporciona 
la técnica, y en nuestro caso, también por la realización de tres 
ensayos diferentes con muestras independientes. Alrededor de 150 
proteínas fueron identificadas con una confianza mayor del 95% en 
cada uno de los ensayos. Este alto número de proteínas permite una 
interpretación más amplia de los resultados, buscando cambios en 
familias de proteínas y sitios de fosforilación concretos o 
agrupándolos en distintas categorías mediante aplicaciones 
informáticas adecuadas. 
De las proteínas identificadas, sólo consideramos aquellas cuyo 
ratio de cambio respecto al control tenía un valor significativo 
estadísticamente (con p < 0,05). Además, para ser seleccionadas como 
diferencialmente representadas, debían tener en al menos dos de los 
tres experimentos la misma tendencia de cambio. Siguiendo estos 
criterios, 63 proteínas fueron seleccionadas como modificadas por el 
tratamiento con RA, 36 con un incremento en su fosforilación, 26 
como desfosforiladas, y una proteína común a ambas grupos, que se 
encuentra desfosforilada a 15 min pero fosforilada a 30 min. Entre las 
proteínas fosforiladas, la gran mayoría lo están a 30 min, como refleja 
el hecho de que sólo una lo está a 15 min, 18 lo están tanto a 15 como 
30 min y las 18 restantes estarían fosforiladas sólo a 30 min (Tabla 4). 
Entre las desfosforiladas al tratar con RA, hay más variabilidad y así 
en 14 sólo vemos desfosforilación a 15 min, en 3 existe para 15 y 30 
min y en 10 se detecta sólo a 30 min (Tabla 5). 
 




Nº Acceso Ratio RA/Control 
15 min 30 min 
HP1 beta CBX1 P83916 1,2995 1,5161 
HP1 gamma CBX3 Q13185 1,0964 1,1999 
HP1 alfa CBX5 P45973  1,3438 
hnRNP A/B ROAA Q99729 1,1215 1,3776 
hnRNP A1 ROA1 P09651  1,2672 
hnRNP A3 ROA3 P51991  1,1674 
hnRNP D0 HNRPD Q14103 1,0895 1,3848 
hnRNP G HNRPG P38159  1,3330 
hnRNP K HNRPK P61978  1,3181 
hnRNP Q HNRPQ O60506  1,7531 
hnRNP A2 /B1 (*) ROA2 P22626 0,8863 1,1729 
HMGB1 HMGB1 P09429 1,6989 2,1734 
HMGB2 HMGB2 P26583 1,5223 2,0522 
HMGA1 HMGA1 P17096 1,2226 1,2954 
SF2/ASF SFRS1 Q07955  1,2281 
SC35 SFRS2 Q01130  1,2591 
SRp20 SFRS3 P84103  1,3765 
SFRS7 SFRS7 Q16629  1,2293 
SRp30C SFRS9 Q13242 1,1152 1,2155 
ARS2 ARS2 Q9BXP5  1,1642 
BAF BAF O75531  1,4720 
GC1QBP C1QBP Q07021 1,2706 1,1944 
Drebrina DREB Q16643 1,5005  
Proteína nuclear Hcc-1 HCC1 P82979  1,3270 
Nucleolina (C23) NUCL P19338 1,2772 1,3237 
Nucleofosmina NPM P06748 1,1112 1,3664 
HRP-3 HDGR3 Q9Y3E1 1,1239 1,4624 
PSIP1 PSIP1 O75475 1,1608 1,4093 
Proteína DEK DEK P35659 1,1637 1,3236 
Proteína RED RED Q13123 1,2171 1,2655 
Proteína SET SET Q01105 1,3899 1,5030 
Proteína unión RNA 8A RBM8A Q9Y5S9 1,2135 1,3512 
SAFB1 SAFB1 Q15424  1,1379 
U2AF2 U2AF2 P26368  1,2017 
Tropomiosina TPM3 P06753  1,1642 
U1 snRNP70 RU17 P08621  1,4720 
SART1 SNUT1 O43290 1,2706 1,1944 
Tabla 4. Proteínas identificadas como incrementadas en su 
fosforilación al tratar con RA. Se muestran el nombre de la proteína, 
el nombre y número de acceso en la base de datos SWISS-PROT, y los 
valores medios obtenidos para el ratio RA/Control. Sólo se recogen los 
valores significativos estadísticamente.  




Nº Acceso Ratio RA/Control 
15 min 30 min 
DNA Helicasa 2 subunid 1  KU70 P12956  0,7945 
DNA Helicasa 2 subunid 2 KU86 P13010  0,7280 
RNA Helicasa DHX9 DHX9 Q08211 0,8278 0,7545 
RNA Helicasa DDX39 DDX39 O00148 0,8219  
RNA Helicasa DDX5 DDX5 P17844 0,7272  
RNA Helicasa BAT1  UAP56 Q13838 0,8312  
RNA Helicasa nucleolar 2  DDX21 Q9NR30 0,8583 0,7812 
hnRNP U HNRPU Q00839 0,9095  
hnRNP U-like 1 HNRL1 Q9BUJ2 0,7133  
hnRNP A2 /B1 (*) ROA2 P22626 0,8863 1,1729 
Proteína ribosomal L22 RL22 P35268 0,7105  
BAZ1B BAZ1B Q9UIG0  0,7057 
GTFII-I  GTF2I P78347  0,8136 
Histona H3  H3 Q71DI3  0,7324 
Histona H4  H4 P62805  0,6955 
RBBP4 RBBP4 Q09028 0,8323  
Lamina B1  LMNB1 P20700 0,8128  
NONO NONO Q15233 0,7489  
Proteína nucleolar 5  NOL5 Q9Y2X3  0,7909 
NUMA1 NUMA1 Q14980  0,7394 
SFPQ SFPQ P23246 0,8739  
Proteína homóloga RRP5  RRP5 Q14690 0,6680  
Proteína unión RNA Raly RALY Q9UKM9 0,8642  
SMARCA5 SMCA5 O60264  0,6833 
Tubulina (cadena alfa)  TBA1A Q71U36  0,8116 
U5-200KD U520 O75643 0,8612  
Ubiquitina UBIQ P62988 0,8675 0,8993 
Tabla 5. Proteínas identificadas como disminuidas en su 
fosforilación al tratar con RA. Se muestran el nombre de la proteína, 
el nombre y número de acceso en la base de datos SWISS-PROT, y los 
valores medios obtenidos para el ratio RA/Control después de 15 y 30 
min de tratamiento con RA. Sólo se recogen los valores significativos 
estadísticamente. El asterisco en la proteína hnRNP-A2/B1 indica que 
se encuentra desfosforilada sólo a 15 min. 
 
En un primer agrupamiento en base a la familia proteica, 
observamos que entre las proteínas desfosforiladas se encontraban 
diversas helicasas de RNA y DNA, algunas de ellas pertenecientes a la 
familia DDX que se caracterizan por la presencia de un dominio 
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DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp). También encontramos a tres miembros de 
la familia de las hnRNPs que están desfosforilados a 15 min, entre 
ellos la hnRNP-A2/B1, que es la única perteneciente a ambos grupos 
pues se identifica como fosforilada a 30 min. 
Respecto a las consideradas como fosforiladas, encontramos dos 
familias relacionadas con la estructura de la cromatina: HP1 
(componentes de la heterocromatina que interaccionan con histonas) y 
HMG. Existe un grupo numeroso de proteínas hnRNPs, fosforiladas en 
su mayoría a 30 min, y muchas de las cuales participan en diversos 
procesos del metabolismo del RNA. Por último, hay cinco miembros 
de la familia de factores de splicing ricos en serina y arginina (SFRS). 
El resto de proteínas, aunque no se pueden adscribir inicialmente 
a algunas de estas familias, poseen en muchos casos funciones 
similares a las ahora mencionadas, como veremos al realizar el 
agrupamiento funcional. 
 
2.2.3. Validación de la técnica mediante el estudio de HP1 
Aunque la fiabilidad de la metodología iTRAQ es bastante alta, 
decidimos comprobar, a través de los mismos procedimientos 
utilizados para las proteínas identificadas en los geles 
bidimensionales, que existía fosforilación de al menos una de las 
proteínas. Escogimos a la proteína HP1, pues existían tres miembros 
de esa familia que aparecen como fosforiladas en respuesta al 
tratamiento con RA durante 30 min según el resultado del iTRAQ. 
La utilización de un anticuerpo para la comparación de los 
niveles de la proteína en los fosfo-eluídos mostró que efectivamente 
existía un incremento al realizar el tratamiento con RA durante 30 
min. Dicho aumento era significativo, como se comprueba al 
cuantificar en tres experimentos independientes (Figura 37A). 




























Figura 37. La fosforilación de HP1 puede ser comprobada 
mediante otras técnicas. A. Western blot. Cada carril contiene 25 μg 
de proteína procedente de los eluídos de la purificación de 
fosfoproteínas del control y del tratamiento con RA 1μM 30 min. Para 
cuantificar se calculó la media y desviación estándar de los valores 
obtenidos en tres extractos de fosfoproteínas de experimentos 
independientes. B. Western blots bidimensionales. Cada gel contiene 
25 μg de extracto nuclear de proteínas de células SH-SY5Y. El 
tratamiento con RA 1 μM se realizó durante 10 o 30 min. El 
tratamiento con λ-PPasa consistió en incubar el extracto con 400U de la 
enzima durante 1h a 30ºC. La primera dimensión fue realizada en tiras 
IPG de pH 4-7. 
 
Empleando este mismo anticuerpo en western blots 
bidimensionales, obtuvimos igualmente un resultado coherente con la 
fosforilación de HP1, pues existía un desplazamiento hacia pH ácidos 
al inducir con RA y además este cambio podía ser revertido al tratar 
con fosfatasa. Este ensayo también nos indica que la HP1 está multi-
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fosforilada con al menos 4-5 grupos fosfato ya en la situación control 
(Figura 37B). Mencionar que este anticuerpo parecía reconocer 
mayoritariamente a la HP1α, pues el peso molecular y pI teóricos de 
las manchas detectadas se corresponden bastante bien con los 
descritos para ella (22 kDa y 5,7 respectivamente). 
 
2.2.4. Cuantificación por iTRAQ de las proteínas seleccionadas en 
la comparación de geles bidimensionales 
En el iTRAQ también aparecen cuantificadas las seis proteínas 
que habíamos identificado como diferencialmente fosforiladas 
mediante la estrategia de la comparación de geles bidimensionales. En 
la figura 38 podemos observar que la tendencia de cambio es la 
misma que la previamente descrita, tanto para las cinco proteínas que 
aumentarían su fosforilación como para la PABP2 que era la única 
proteína con fosforilación disminuida, aunque los valores cuantitativos 

























Figura 38. Resultado cuantitativo en el iTRAQ de las proteínas 
identificadas en los geles bidimensionales. Se representa la media y el 
error estándar de los valores del ratio RA-30min/Control para cada una 
de las proteínas, excepto para PABP2 que corresponde al ratio RA-
15min/Control al no existir valores significativos estadísticamente para 
RA-30min. 
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Respecto a los resultados para estas proteínas, podemos afirmar 
que la HMGB1 vuelve a ser la que presenta una mayor tasa de cambio 
en el RA respecto al control. Además, a pesar de que existe una 
misma tendencia de cambio, tres de ellas, H1.5, hnRNP-C1/C2 y 
PABP2 presentan un ratio de cambio menor que en geles 2D, y de 
hecho estas tres proteínas no han podido ser incluidas en las 
seleccionadas en base al experimento iTRAQ ya que no cumplían 
totalmente los criterios que establecimos para ello, bien porque no han 
sido cuantificadas de modo estadísticamente significativo o bien 
porque presentan algún valor discordante en alguno de los 
experimentos realizados. Además, el resultado presentado para 
PABP2 está referido al tratamiento con RA durante 15 min, al no 
obtenerse una cuantificación significativa para RA 30 min. 
 
2.2.5. Identificación de sitios de fosforilación concretos 
 En el iTRAQ toda la información de los péptidos detectados por 
MS/MS se integra para dar como resultado final la cuantificación de 
proteínas. Sin embargo, las características de cada uno de los péptidos 
es guardada, y así esto permite la determinación de sitios concretos de 
fosforilación, pues algunos péptidos utilizados para la identificación 
de proteínas son también reconocidos como fosforilados en algún 
residuo específico. 
Siendo estrictos a la hora de considerar a un péptido realmente 
como fosforilado (confianza igual o mayor a 95 sobre 100), hemos 
localizado 33 sitios de fosforilación específicos, todos ellos en Ser y 
Thr (Anexo II), y entre los cuales hay ocho no descritos en bases de 
datos de proteínas (Tabla 6).  
Además, dos de estos sitios se pueden asociar a la inducción por 
RA de forma estadísticamente significativa (Ser6-hnRNP-A1 P<0,001 
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para ambos tiempos; Ser125-NPM P<0,05 para RA-15min y P<0,01 
para RA-30min), ya que los péptidos identificados como fosforilados 





Q9UIG0 Proteína de bromodominio adyacente  
al “dedo de Zn” 1B (BAZ1B) 
Thr661 
Q14839 Proteína de union al cromodominio de  
helicasas de DNA 4 (CHD-4) 
Thr242/Thr244 
P61978  Ribonucleoproteína heterogénea nuclear K (hnRNP K) Ser127 
Q6FI13 Histona H2A tipo 2-A (H2A2A) Thr60 
Q8IUE6 Histona H2A tipo 2-B (H2A2B) Thr60 
Q15424 Factor de unión a andamiaje B1 (SAFB1) Thr340 
Q14151 Factor de unión a andamiaje B2 (SAFB2) Thr339 
 
Tabla 6. Sitios de fosforilación identificados no descritos en las bases 
de datos PhosphoSitePlus™ (www.phosphosite.org) o Uniprot Protein 
KB (www.uniprot.org).  
 
   15min 30min 
Proteína Péptido identificado como fosforilado Sitio N M SD M SD
hnRNP-A1 SE(Pho)SPKEPEQLR Ser6 12 1.37 0.15 1.53 0.23
NPM CGSGPVHISGQHLVAVEEDAE(Pho)SEDEEEEDVK Ser125 10 1.21 0.24 1.39 0.28
 
Tabla 7. La fosforilación en los residuos Ser6 de hnRNP-A1 y 
Ser125 de NPM se pueden asociar a la inducción con RA. La tabla 
recoge el péptido identificado como fosforilado en el iTRAQ, así como 
su valor medio (M) y desviación estándar (SD) para los tratamientos 
con RA expresados en ratio respecto al control. El número de veces que 
el péptido ha sido identificado y cuantificado en los distintos espectros 
de masas independientes viene expresado en “N”. HnRNP-A1: 
Ribonucleoproteína heterogénea nuclear A1; NPM: Nucleofosmina. 
 
2.2.6. Agrupamiento funcional de las proteínas según FatiGO 
Tratando de encontrar una significación biológica de los 
resultados obtenidos, las proteínas se agruparon empleando la 
herramienta FatiGO del software Babelomics (Al-Shahrour et al., 
2008).  
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Respecto a la categoría de “Proceso Biológico” (Figura 39), las 
proteínas relacionadas con el metabolismo del RNA (GO5) suponen 
tanto en fosforiladas (68%) como en desfosforiladas (63%) 
aproximadamente dos tercios del total. Dentro de esta categoría, las 
proteínas quedan divididas fundamentalmente en dos subcategorías de 
nivel GO7, las que participan en splicing y las implicadas en 
regulación de la transcripción, siendo unas pocas comunes en ambos 
procesos. En fosforiladas observamos que predominan algo más las 
implicadas en splicing (41%) con respecto a las reguladoras de la 
transcripción (27%), mientras que en desfosforiladas la tendencia es la 
contraria (31% en splicing frente a un 38% en transcripción). Además, 
dentro de las subcategorías de splicing, está especialmente 
representada el splicing de RNA vía reacciones de transesterificación 
con adenosina como nucleófilo (GO9), tanto en las fosforiladas (13%) 
como en las desfosforiladas (15%). En el Anexo III se muestra una 

















Figura 39. Anotación funcional de las fosfoproteínas 
diferencialmente expresadas según la opción “Proceso Biológico” 
de FatiGO. Se muestran los porcentajes de las categorías “Splicing de 
RNA” y “Regulación de la transcripción” del nivel GO7 para las 
proteínas fosforiladas (izquierda) y desfosforiladas (derecha) al tratar 
con RA. En las desfosforiladas hay tres proteínas que son comunes a 
ambos procesos. 
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En la categoría de “Función Molecular” (Figura 40), 
predominan en el nivel GO4 las proteínas de unión al RNA y después 
las de unión a DNA, con una ligera mayor presencia de las primeras 
entre fosforiladas (40% y 19%, respectivamente) frente a las 
desfosforiladas (33% y 26%, respectivamente). También existe un 
grupo de proteínas capaces de unirse tanto a RNA como a DNA (11% 
en fosforiladas y 15% en desfosforiladas). En las fosforiladas también 
hay cuatro proteínas (11%), que no aparecen en los agrupamientos 
anteriores, que se clasifican en la categoría “Unión a cromatina” del 
nivel GO3.  Por último, destacar que en las desfosforiladas más de un 
tercio de ellas (38%) son clasificadas dentro del nivel GO8 como 
consumidoras de ATP, siendo esto debido al alto número de helicasas. 
En el Anexo III se muestra una tabla detallada de las proteínas 






















Figura 40. Anotación funcional de las fosfoproteínas 
diferencialmente expresadas según la opción “Función Molecular” 
de FatiGO. Se muestran los porcentajes de las categorías “Unión a 
RNA” y “Unión a DNA” del nivel GO4 para las proteínas fosforiladas 
(izquierda) y desfosforiladas (derecha) al tratar con RA. En las 
fosforiladas también se incluye el porcentaje de la categoría “Unión a 
cromatina” del nivel GO3. 
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3. IMPLICACIONES EN LA FUNCIONALIDAD CELULAR DE 
LOS CAMBIOS EN LA FOSFORILACIÓN DE PROTEÍNAS 
PRODUCIDOS POR EL RA 
En base a los resultados obtenidos, nos propusimos buscar las 
posibles implicaciones que en la funcionalidad celular podrían tener 
estos cambios en la fosforilación. Por un lado, el efecto de las 
acciones no genómicas a nivel de regulación transcripcional mediante 
la remodelación de la estructura cromatínica, sugiriendo una 
convergencia con la acción transcripcional del receptor, ya había sido 
descrito para la progesterona (Vicent et al., 2008;Quiles et al., 2009). 
También a nivel transcripcional, muy recientemente se había descrito 
la implicación de vías de señalización activadas por un efecto no 
genómico del RA en la fosforilación del receptor y el reclutamiento de 
cofactores, que tienen como resultado final la activación de la 
transcripción (Bruck et al., 2009). Algunas de las proteínas que hemos 
identificado como diferencialmente fosforiladas frente al tratamiento 
con RA están relacionadas con estos procesos, como las HP1, HMG e 
histonas a nivel de estructura de la cromatina, o PSIP1 y el complejo 
NONO-SFPQ como cofactores transcripcionales, indicando que en 
parte nuestros resultados son coherentes con trabajos ya publicados. 
Por otro lado, un alto número de las proteínas están relacionadas 
con el procesamiento del mRNA en un sentido amplio (splicing, 
transporte, e incluso regulación de la traducción). Estos aspectos son 
los más novedosos, dado que no se han asociado a las acciones no 
genómicas excepto en casos puntuales, como en la traducción (Chen y 
Napoli, 2008). Así, decidimos que serían los más interesantes para 
estudiarlos más a fondo partiendo de la hipótesis de que el RA, 
mediante la rápida activación de rutas de señalización, podría regular 
el procesado del mRNA como parte de la respuesta celular dirigida 
por el recepto nuclear RAR. 
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3.1. El RA está implicado en la regulación del splicing mediante la 
activación de vías de señal 
Dado el alto número de proteínas que habíamos identificado en 
relación con el splicing, diseñamos una serie de ensayos para tratar de 
estudiar más fondo el papel del RA en dicho proceso. Además, resulta 
ser de especial interés ya que no encontramos ninguna referencia 
previa a una relación entre acciones no genómicas de hormonas y 
regulación de splicing. Entre las proteínas que podrían estar 
implicadas en este proceso, destaca la familia de los factores de 
splicing ricos en arginina y serina (SFRS), dentro de la cual existen 
cinco proteínas que habíamos identificado como fosforiladas, por lo 
que decidimos centrar algunos de los estudios de splicing sobre ellas. 
 
3.1.1. El RA modifica el patrón de isoformas de mRNA del 
plásmido E1A 
 Primeramente, nos planteamos estudiar el splicing empleando 
un plásmido habitual en este tipo de ensayos, el E1A, que contiene un 
mini-gen que produce un sustrato con diversos sitios de splicing 
alternativo distintos, proporcionando un patrón de bandas de mRNAs 
que resultan de la distinta selección de dichos sitios de splicing 
(Figura 41A). 
 Tras la transfección de este plásmido en las células de 
neuroblastoma, los mRNAs fueron analizados mediante RT-PCR 
semi-cuantitativa. El tratamiento con RA fue realizado durante 24 
horas, ya que sólo sería posible detectar cambios cuando los niveles de 
los distintos mRNAs son estables. Además, realizamos tratamientos 
con los inhibidores LY y U0126 para determinar la posible 
implicación de las rutas de señal. 
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Figura 41. El tratamiento con RA, mediante la activación de vías 
de señalización, influye en la regulación del splicing del mRNA. A. 
Representación esquemática de las isoformas de mRNA generadas por 
el reportero E1A y sus sitios de splicing (adaptado de Cazalla et al., 
2005). B. Transfección con el plásmido E1A y RT-PCR semi-
cuantitativa. La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 2% y la 
tinción con bromuro de etidio. Los tratamientos con RA 1μM se 
realizaron durante 24h y con los inhibidores durante 1h antes de la 
inducción con RA. Las isoformas 13S, 12S, 10S y 9S aparecen 
señaladas. C. Análisis cuantitativo. Se muestran los porcentajes 
relativos de cada una de las isoformas de splicing calculados a partir de 
los datos de tres experimentos independientes. 
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Los resultados mostraron que el RA es capaz de modificar las 
cantidades relativas de las distintas formas de splicing producidas a 
partir del mini-gen E1A (Figura 41B). La cuantificación a partir de 
los valores obtenidos en tres experimentos independientes (Figura 
41C), muestran un cambio en la banda 10S, que se origina a partir de 
la banda 12S por un splicing adicional de un intrón upstream. El 
porcentaje de esta banda 10S se incrementa al tratar con RA 
(26,51±0,87% frente a 16,94±1,08% en el control). El tratamiento con 
el inhibidor LY de la ruta de PI3K suprime este efecto (15,93±3,65% 
y 16,23±2,36%, para RA y control respectivamente), mientras que el 
incremento en 10S sí se mantiene si inhibimos la MAP kinasa ERK 
con U0126 (27,01±2,29% para RA frente a 17,79±1,51% en el 
control). Estas variaciones en 10S son estadísticamente significativas 
para los casos RA y RA+U0126 respecto al resto de tratamientos 
(ambos con P<0,01). 
 En base a estos resultados, se puede concluir que el RA es capaz 
de participar en la regulación de la selección del sitio de splicing, 
mediante un mecanismo que sería dependiente de la activación de la 
ruta PI3K/Akt, pero independiente de la vía de la MAP kinasa ERK. 
 
3.1.2. El plásmido FN no resulta válido para el estudio del splicing 
en células SH-SY5Y 
 Para comprobar si el RA era capaz de regular el splicing a través 
de un efecto mediado por los factores SFRS, realizamos transfección 
en nuestras células SH-SY5Y del plásmido FN. Este plásmido, como 
ya se explicó en el apartado de “Material y Métodos”, contiene un 
mini-gen de fibronectina que dentro del dominio EDA posee la 
secuencia ESE capaz de reclutar a miembros de la familia SFRS. 
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 En este ensayo, comprobamos que el plásmido reportero FN no 
es un sistema válido para las células SH-SY5Y, ya que dichas células 
parecen incluir de modo normal el fragmento EDA y por tanto, es 
difícil poder observar un incremento en el ratio EDA+/EDA- al no 
existir regulación en este splicing en concreto. Así, no se observa 
ninguna diferencia respecto al control en una RT-PCR semi-
cuantitativa cuando tratamos con RA durante diferentes tiempos. 
Igualmente, empleando un reportero mutado en el sitio de unión para 
las proteínas SR, la forma claramente mayoritaria sigue siendo la 
EDA+ (Figura 42). 
 
Figura 42. El mini-gen de fibronectina no es un sistema válido para 
el estudio del splicing en células SH-SY5Y. Transfección con la 
forma normal (FN) y mutante (FNmt) del mini-gen de fibronectina en 
células SH-SY5Y y RT-PCR semi-cuantitativa. Los tratamientos con 
RA 1μM se realizaron a los tiempos que se indica en la figura. El RNA 
fue purificado de cada muestra y se empleó 1μg para una PCR con 
retrotranscriptasa. Las isoformas EDA+ y EDA- resultantes de la RT-
PCR aparecen señaladas. La forma EDA+ es mayoritaria frente a la 
EDA- que apenas si es visible. 
 
A pesar de que el plásmido FN había sido empleado con éxito 
en el estudio de la regulación del splicing por la vía PI3K/Akt 
inducida por factores de crecimiento en líneas celulares epiteliales y 
de hepatocarcinoma (Blaustein et al., 2005), ya estos mismos autores 
muestran que no fue válido para células MEK293T y COS-7. Este 
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hecho, así como que tampoco resulte válido en células SH-SY5Y, se 
puede explicar recurriendo a la bibliografía, pues se conoce que 
mientras que la forma de fibronectina conteniendo EDA está 
escasamente presente en tejidos adultos, dicha forma está sobre-
representada en varios tipos de tumores y en el cerebro (Kornblihtt et 
al., 1996), y por tanto, éste parece ser el caso para nuestras células.  
 
3.1.3. El tratamiento con RA altera la unión de proteínas SR al 
mRNA 
Para tratar de averiguar alguno de los mecanismos que podrían 
estar detrás de la regulación del splicing por RA, llevamos a cabo un 
crosslinking con luz ultravioleta para estudiar la unión a mRNA 
nuclear de dos proteínas de la familia de los factores SFRS que 
incrementan su fosforilación con el tratamiento con RA: SF2 (Factor 
de splicing rico en Arg/Ser 1) y SC35 (Factor de splicing rico en 
Arg/Ser 2).  
Este ensayo dio un resultante interesante, pues no sólo 
observamos diferencias al tratar con RA, sino que el efecto sería 
distinto para cada proteína a pesar de pertenecer a la misma familia. 
Así, parece incrementarse la unión de SF2 al RNA 30 minutos 
después de tratar con RA (Figura 43A) mientras que por el contrario, 
SC35 se uniría menos al RNA como consecuencia de la fosforilación 
producida al añadir RA (Figura 43B). Esto podría indicar que el RA 
está modificando la capacidad de acción sobre el procesamiento post-
transcripcional que fundamentalmente a nivel de splicing realizan 
estas proteínas. 
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Figura 43. El tratamiento con RA afecta a la unión de las 
proteínas SR al mRNA. Crosslinking UV y Western blot. Las 
células SH-SY5Y fueron tratadas (UV+) o no (UV-) con luz UV para 
permitir o no, respectivamente, la unión de las proteínas al RNA. Los 
tratamientos con RA 1μM se realizaron a los tiempos que se indica 
en la figura. Las proteínas unidas al mRNA capturadas fueron 
visualizadas mediante western blot. La membrana fue incubada 
primero con el anticuerpo para SF2 y a continuación con el 
correspondiente a SC35. Los niveles de las proteínas en los extractos 
iniciales aparecen representados en los inputs como controles de 
carga. 
 
3.1.4. El RA incrementa la interacción entre las proteínas de 
splicing SF2 y U1-snRNP70 
 Un aspecto importante en la regulación del splicing es la 
interacción entre las distintas proteínas que participan en este proceso. 
Se conoce desde hace tiempo que las proteínas SF2 y SC35 
interaccionan por un lado con U1 snRNP-70K para el splicing en 
sitios 5’ y por otro con el complejo U2AF (que consta de dos 
subunidades, una de 35 kDa y otra de 65 kDa) para el splicing en 
sitios 3’ (Wu y Maniatis, 1993). Además, más tarde se descubrió que 
la interacción entre SF2 y U1-70K era incrementada al fosforilarse la 
primera, facilitándose así el proceso de splicing, mientras que la unión 
con U2AF35 no era alterada por la fosforilación (Xiao y Manley, 
1997).  
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Este hecho llamó nuestro interés, no sólo porque la proteína SF2 
se encontraría fosforilada al tratar con RA según nuestros estudios, 
sino que también lo estarían U1-70K y la subunidad U2AF2 de 65 
kDa (ver Tabla 4), aunque esta última no interacciona directamente 
con SF2. 
Así, decidimos estudiar mediante inmunoprecipitación si el 
tratamiento con RA podría afectar a la interacción entre SF2 y U1-
70K en nuestras células de neuroblastoma. En este ensayo observamos 
que la inducción con RA a tiempos cortos es capaz de aumentar la 
interacción entre ambas proteínas, sugiriendo un papel en la 
regulación del splicing (Figura 44). La proteína HP1, de unión a 
cromatina y no implicada en el splicing, fue empleada como control 
negativo. 
       
Figura 44. El tratamiento con RA incrementa la interacción de las 
proteínas SF2 y U1-70K. Inmunoprecipitación y Western blot. La IP 
se realizó con 4 μg del anticuerpo para SF2 sobre extractos nucleares 
de proteínas de células SH-SY5Y control y tratadas con RA 1 μM a los 
tiempos que se indica en la figura. Los inmunocomplejos se 
precipitaron con TrueBlot IgG beads anti-ratón. A continuación, se 
realizaron western blots empleando anticuerpos para U1-70K, SF2 
(como control de proteína inmunoprecipitada) y HP1 (como control 
negativo). Como inputs de extracto nuclear se utilizaron 25 μg de 
proteína. 
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3.2. El RA modifica la localización subcelular de la proteína 
hnRNP-K  
La hnRNP-K, proteína perteneciente a la familia de las hnRNPs, 
es muy conocida por poseer una distribución no sólo nuclear, sino 
también citoplasmática e incluso mitocondrial, y además por 
participar en todos los niveles de regulación de la expresión génica: 
transcripción (activación y represión); splicing, estabilidad y 
transporte del RNA; y traducción (activación y represión). Sus 
funciones e interacciones con otras proteínas son reguladas por 
cascadas de señalización, de modo que hnRNP-K sería capaz, 
mediante cambios en su estado de fosforilación, de integrar la 
información de las rutas de señalización con las moléculas capaces de 
actuar directamente sobre los ácidos nucleicos (para revisión, 
Bomsztyk et al., 2004). 
Uno de los puntos de regulación sobre hnRNP-K es su 
localización subcelular. Está descrito que su fosforilación mediante la 
kinasa ERK es capaz de inducir su acumulación citoplasmática, de 
modo que se facilita la inhibición de la traducción de mRNAs 
específicos que poseen un elemento de control de la diferenciación 
(DICE) en su región 3’ no traducida (Habelhah et al., 2001).  
Para comprobar si en nuestro caso el RA era capaz de inducir un 
cambio en la localización de hnRNP-K, llevamos a cabo un 
experimento de inmunocitoquímica. La visualización de las 
preparaciones en el microscopio de fluorescencia mostró que en las 
células SH, hnRNP-K presenta una distribución prácticamente nuclear 
de modo exclusivo, sin ocupar determinadas regiones intranucleares, 
que podrían tratarse de los nucléolos. El tratamiento con RA provoca 
una redistribución, de modo que pasa a ocupar homogéneamente todo 
el núcleo, siendo este efecto visible a partir de 30 min, y al cabo de 1h 
también observamos su presencia en el citoplasma (Figura 45). 











Figura 45. El RA modifica el patrón de localización subcelular de 
la proteína hnRNP-K. Microscopía de fluorescencia en células SH-
SY5Y. Los tratamientos con RA 1μM se realizaron durante 15 minutos, 
30 minutos y 1 hora. Se utilizó un anticuerpo para hnRNP-K y un 
secundario FITC. La tinción con Hoechst fue utilizada como control 
para visualizar los núcleos. 
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3.3. El RA participa en la activación de la traducción a través de 
la inducción de rutas de señalización 
 Algunas de las proteínas SR, además de su papel ampliamente 
conocido en splicing, son capaces de moverse del núcleo al 
citoplasma, de modo que hace unos años se identificó que también 
podrían jugar un importante papel en la regulación de la traducción 
(Sanford et al., 2004). Más tarde, estos estudios se ampliaron 
determinando que la función de SF2/ASF en la traducción estaría 
regulada por su estado de fosforilación (Sanford et al., 2005). Más 
recientemente, se identificó el mecanismo utilizado por SF2/ASF para 
favorecer el inicio de la traducción, que consistiría en el reclutamiento 
de mTOR para fosforilar a la proteína 4E-BP1, que de este modo se 
liberaría del factor eIF4E el cual quedaría disponible para participar en 
el inicio de la traducción (Michlewski et al., 2008). 
 Con estos antecedentes, nos planteamos estudiar si el RA 
también podría jugar un papel en la traducción mediante la activación 
no genómica de cascadas de señalización, y específicamente, a través 
de la regulación de la fosforilación de los factores SFRS. 
 
3.3.1. Estudio del papel del RA en la regulación traduccional 
mediante el plásmido LCS-EDA 
Para evaluar la posible implicación del RA en la regulación 
traduccional, se transfectaron células SH-SY5Y con los plásmidos 
reporteros pLCS-EDAwt y pLCS-EDAmt. El primero posee, dentro 
del dominio EDA, la secuencia ESE que puede reclutar a los factores 
SR SF2 y 9G8, y dicha secuencia se encuentra mutada en el segundo 
plásmido (Figura 46A). Se usó un reportero de Renilla luciferasa 
como control de la eficiencia de transfección. La actividad luciferasa 
relativa obtenida para pLCS-EDAwt fue normalizada respecto a la 
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obtenida paralelamente para pLCS-EDAmt, para descartar aquellos 
efectos inespecíficos no debidos a los factores SR. 
Hay que mencionar que dado que la luciferasa se está 
produciendo durante las primeras 24 horas después de la transfección, 
este sistema resulta poco sensible para estudiar tiempos cortos (del 
rango de minutos o pocas horas), pues el incremento en la traducción 
debe ser muy grande para que el aumento en los niveles de luciferasa 


































Figura 46. El RA induce la traducción de mRNA a través de las 
proteínas SR en un efecto dependiente de las rutas de señalización. 
A. Representación esquemática de los plásmidos reporteros de 
luciferasa empleados para los ensayos de traducción (adaptado de 
Sanford et al., 2004). B. Efecto del tratamiento del RA en la 
traducción del reportero LCS-EDA. Se representa el valor medio y la 
desviación estándar del ratio entre las actividades de LCS-EDAwt y 
LCS-EDAmt, normalizadas según el valor de Renilla para la eficacia 
de transfección. Las células fueron tratadas con RA (1μM, 24h) solo o 
en presencia de los inhibidores LY (10μM) o U0126 (10μM). Se 
realizaron 3 experimentos independientes con duplicados para cada 
uno de los tratamientos. 
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Estos experimentos mostraron un incremento reproducible y 
significativo (P<0,01 respecto al control y P<0,05 respecto al resto de 
tratamientos) en la traducción del reportero (de unas 1,7 veces) a las 
24 horas después de tratar con RA. Dicho aumento no se producía al 
tratar con el inhibidor LY, mostrando así una buena correlación con el 
resultado que a continuación describiré para la fosforilación de 4E-
BP1. Sin embargo, el inhibidor U0126 también abolía el incremento 
en la traducción, sugiriendo que la regulación de la traducción de 
mRNAs específicos por el RA requiere de mecanismos adicionales 
dependientes de la activación de la MAP kinasa ERK (Figura 46B). 
 
3.3.2. El RA induce la fosforilación de 4E-BP1 
 La proteína 4E-BP1 es un conocido elemento secuestrador del 
factor de iniciación de la traducción eIF4E, actuando así como 
inhibidor de la traducción dependiente de cap (Pause et al., 1994). 
También está ampliamente descrita como sustrato de la ruta 
PI3K/Akt/mTOR, de modo que su hiperfosforilación provoca su 
liberación de eIF4E, permitiéndose así la activación de la traducción 
(Brunn et al., 1997). Además, ya se había descrito un posible papel del 
RA en su fosforilación a través de mTOR en células de leucemia 
promielocítica aguda (Lal et al., 2005). 
 En nuestras células, ya habíamos observado una buena 
activación de mTOR en la inducción con RA, por lo que planteamos 
comprobar a través de un western blot la fosforilación de la proteína 
4E-BP1 en sus residuos Thr37/46 al añadir RA. 4E-BP1 es fosforilada 
al tratar con RA durante 10 min, sugiriendo una posible activación 
transitoria de la traducción dependiente de caperuza. Además, 
comprobamos que efectivamente dicha fosforilación ocurre a través de 
PI3K, pues es inhibida al añadir LY, mientras que los inhibidores 
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U0126 y H89 no tienen ningún efecto en la activación de la 
fosforilación de 4E-BP1, reforzando así la importancia de la ruta 
PI3K/Akt/mTOR entre los efectos no genómicos del RA (Figura 47). 
 
Figura 47. La proteína 4E-BP1 es fosforilada al tratar con RA a 
través de la ruta PI3K/Akt. Western blot. Cada carril contiene 30 μg 
de extracto total de proteínas de células SH-SY5Y. Los tratamientos 
con RA 1μM se realizaron durante 10 minutos. Anteriormente, se había 
tratado a las células con el inhibidor correspondiente a una 
concentración de 10 μM durante 1 hora. La membrana fue incubada a 
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Los receptores nucleares de hormonas actúan mediante dos tipos 
diferentes de acciones moleculares denominadas genómicas y no 
genómicas. Las primeras implican que los receptores activados por 
ligando se unan a los promotores de genes diana para activar su 
transcripción, mientras que las segundas son independientes de 
transcripción y provocan la rápida activación de cascadas de 
señalización. Aunque parece lógico que ambas respuestas han de 
integrarse para lograr una única respuesta fisiológica a la hormona, 
existe muy poca información sobre la convergencia de las acciones 
genómicas y extra-genómicas en la regulación génica. El objetivo del 
presente trabajo es estudiar la modificación en la fosforilación de 
proteínas nucleares como consecuencia de la activación de rutas de 
señal por un tratamiento corto con ácido retinoico, para así identificar 
los puntos de regulación en los que las acciones no genómicas se 
integran con las acciones transcripcionales clásicas en el control 
ejercido por el RA sobre el crecimiento, diferenciación y 
supervivencia celular. 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la 
activación de las rutas de señal PI3K/Akt y la MAP kinasa ERK por 
RA lleva consigo la inducción de la fosforilación de algunos de sus 
sustratos downstream. También hemos observado que se produce una 
rápida alteración en la fosforilación de diversos grupos de proteínas 
nucleares en respuesta al tratamiento con RA. Estas proteínas diana de 
los efectos no genómicos del RA muestran que dichas acciones 
podrían converger con la respuesta genómica en diversos niveles, 
como en la propia transcripción, mediante la remodelación de la 
cromatina o el reclutamiento de cofactores, y además a nivel de 
splicing y traducción, como hemos demostrado mediante ensayos 
funcionales. 
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1. LAS ACCIONES NO GENÓMICAS DEL RA SE 
TRANSMITEN MEDIANTE LA FOSFORILACIÓN DE 
SUSTRATOS DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN 
Mientras que las acciones transcripcionales clásicas del ácido 
retinoico han sido ampliamente estudiadas (para revisión, Lefebvre et 
al., 2005;Germain et al., 2006), sus efectos rápidos no genómicos, al 
igual que para muchas hormonas esteroideas, constituyen en la 
actualidad un interesante campo de estudio que ha generado múltiples 
publicaciones durante estos últimos años. Así, se ha demostrado que el 
RA es capaz de activar diversas rutas de señalización, como PI3K/Akt 
(López-Carballo et al., 2002;Antonyak et al., 2002), las MAP kinasas 
ERK (Cañón et al., 2004) y p38 (Gianni et al., 2002), PKA (Zhao et 
al., 2004) y PKC (Liou et al., 2005). Además, este tipo de acciones no 
genómicas no son sólo exclusivas de células de tipo neural, sino que 
se trataría de un mecanismo general, pues también se observan, entre 
otras, en células de leucemia promielocítica aguda (Lal et al., 
2005;Hughes et al., 2006), fibroblastos (Antonyak et al., 2002;Masia 
et al., 2007), epiteliales (Pasquali et al., 2005;Aggarwal et al., 2006b), 
de endotelio vascular (Uruno et al., 2005) y la línea MCF-7 de cáncer 
de mama (Bruck et al., 2009;Ohashi et al., 2009). 
Al mismo tiempo que se han ido describiendo nuevos efectos 
extra-genómicos de las distintas hormonas esteroideas, ha surgido 
cierta controversia sobre el mecanismo y los receptores implicados en 
la iniciación de estas acciones, dependiendo en la mayoría de casos de 
la hormona estudiada y del tipo celular concreto (Losel y Wehling, 
2008). Esto es debido a la paradoja que supone que receptores 
localizados principalmente en el núcleo participen en la iniciación de 
acciones rápidas que ocurren en la membrana. Para el caso del RA, se 
demostró que el receptor RAR forma en el núcleo un complejo estable 
con la subunidad reguladora p85 de PI3K, de modo que al unirse el 
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ligando específico se produce su translocación a la membrana donde 
se produce la interacción con la subunidad catalítica p110 que resulta 
en la activación de PI3K (Masiá et al., 2007). 
La activación de la ruta de PI3K/Akt por el RA produce la 
fosforilación de sustratos situados por debajo de ella en la cascada de 
señalización, como hemos demostrado mediante el empleo de un 
anticuerpo que reconoce específicamente el motivo de fosforilación de 
Akt (Figuras 15 y 16). Este mismo anticuerpo pero inmovilizado a 
bolitas de agarosa, se intentó utilizar para enriquecer por 
inmunoprecipitación y a continuación determinar utilizando técnicas 
proteómicas qué sustratos de Akt eran los fosforilados, pero dicho 
anticuerpo resultó poco eficaz en la IP. Por otro lado, también 
observamos la fosforilación de sustratos previamente descritos como 
dianas de Akt, como las kinasas mTOR y p70S6, cuya activación es 
efectivamente dependiente de PI3K pues es suprimida al tratar con el 
inhibidor LY (Figura 17).  
De modo similar, sustratos downstream de la MAP kinasa 
ERK1/2 son fosforilados al ser activada esta vía por el tratamiento con 
RA. La kinasa MSK1, conocida por ser sustrato de ERK en la 
respuesta a factores de crecimiento (Deak et al., 1998), es fosforilada 
por tratamientos cortos con RA a través de ERK, ya que no tiene lugar 
si tratamos con los inhibidores PD y U0126 (Figura 20B).  
El empleo de estos inhibidores de rutas de señalización nos ha 
permitido establecer las relaciones que existen entre algunas de ellas y 
con los sustratos fosforilados como consecuencia del tratamiento con 
RA. La interacción entre las cascadas de kinasas puede ser un factor 
relevante, como se ha observado en el caso de estrógenos (Marino et 
al., 2006). Las rutas PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK están muy ligadas, ya 
que ambas pueden estar reguladas por Ras. El tipo de relación entre 
estas dos vías es complejo pues es muy dependiente del contexto y 
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tipo celular, existiendo casos en los que la actividad de Raf es 
regulada negativamente por Akt (Zimmermann y Moelling, 
1999;Rommel et al., 1999;Guan et al., 2000) o viceversa (Menges y 
McCance, 2008), y otros donde PI3K/Akt contribuye de modo 
importante a la activación de MEK/ERK (King et al., 
1997;Wennstrom y Downward, 1999;Arai et al., 2002), actuando en 
ciertas ocasiones de modo sinérgico (Shelton et al., 2004). En células 
SH-SY5Y, se demostró que tratamientos largos con RA eran capaces 
de activar MEK1/2 a través de PI3K, pues su subunidad catalítica 
p110 producía la inducción de RAC1/PAK1 que tenía como diana la 
fosforilación de Raf (Pan et al., 2005). 
Así, hemos determinado que la MAP kinasa ERK se activa de 
modo independiente a PI3K/Akt, pues tiene lugar en células tratadas 
con el inhibidor LY. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre para 
tiempos cortos, donde se observa un incremento en la fosforilación de 
ERK y su sustrato MSK1, para tiempos largos la activación de ambos 
está disminuida respecto a la situación sin LY (Figuras 18 y 21), 
reflejando un papel dual de PI3K en su relación con ERK 
dependiendo del intervalo temporal. Respecto a la inhibición de MEK 
con PD o U0126 y el efecto sobre la señalización por PI3K/Akt, 
observamos que la fosforilación de Akt y sus sustratos mTOR y 
p70S6 apenas se ve alterada tanto a tiempos cortos como a 24 horas 
(Figuras 18, 19 y 22), mostrando que esta ruta no se ve influida por la 
MAP kinasa MEK/ERK. 
Uno de los sustratos que también consideramos fue el factor de 
transcripción CREB, diana downstream de muchas de las cascadas de 
señalización y que contribuye a la regulación del ciclo celular, 
neuroplasticidad y diferenciación y supervivencia neuronal. CREB 
reconoce el sitio CRE en la región promotora de sus genes diana, 
aunque su activación de estos genes también depende de la interacción 
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con otros factores de transcripción (Mayr y Montminy, 2001;Lonze y 
Ginty, 2002). CREB fue inicialmente identificado como un sustrato de 
la protein-kinasa A (PKA) y es activado en respuesta a varios 
estímulos extracelulares a través de diversas moléculas señalizadoras, 
incluyendo ERK1/2 y Akt (Shaywitz y Greenberg, 1999;Johannessen 
et al., 2004). En nuestras células, la ruta de ERK parece colaborar en 
su activación por fosforilación en la Ser133 al tratar con RA, ya que 
su inhibición disminuye los niveles de P-CREB, pero la activación por 
RA sigue ocurriendo por lo que no es la ruta responsable, como sí 
ocurre en otros tipos celulares (Cañón et al., 2004;Kim et al., 2007). 
Sólo la inhibición con H89 es la única que produce la supresión de su 
fosforilación inducida por el RA (Figura 20B). 
Esta observación, junto con otras derivadas del empleo del 
inhibidor H89, nos hacen pensar que la PKA podría ser activada en 
células de neuroblastoma por las acciones no genómicas del RA, 
como ya se ha descrito en otros tipos celulares (Zhao et al., 
2004;Kholodenko et al., 2007). Además de impedir la activación de 
CREB, la inhibición de PKA con H89 aumenta enormemente la 
fosforilación (tanto basal como inducida por RA) de Akt y p70S6, 
disminuyendo por otro lado los niveles activados de mTOR (Figura 
19). Así, parece que Akt y p70S6 muestran un mecanismo 
compensatorio resultado de inhibir PKA, y que mTOR, supuestamente 
kinasa upstream de la p70S6, podría ser activada no sólo por Akt, sino 
también de modo importante por la ruta de PKA, como ocurre por 
ejemplo en regulación metabólica (Kwon et al., 2004). Sin embargo, 
serían necesarios más experimentos para confirmar este hecho, sobre 
todo teniendo en cuenta que H89 es un inhibidor de especificidad 
media, que puede afectar a otras kinasas (como MSK, AMPK o 
ROCK). 
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Los diferentes tipos de modificaciones post-traduccionales que 
se llevan a cabo sobre las histonas constituyen un importante punto de 
regulación. Así, la fosforilación de la Ser 10 de la histona H3 se asocia 
a la activación transcripcional en respuesta a diversos estímulos 
externos, incluyendo los efectos no genómicos de la progesterona 
(Vicent et al., 2006). En células SH-SY5Y, hemos observado que esta 
fosforilación puede ser inducida por un tratamiento corto con RA 
(Figura 23). Sin embargo, no hemos conseguido hallar la ruta 
responsable de esta fosforilación, pues ningún inhibidor consigue 
suprimir la activación (Figura 24), ni siquiera H89, que inhibe a 
MSK, la mejor candidata según varios trabajos previos (Soloaga et al., 
2003;Dyson et al., 2005). Por tanto, pensamos que alguna kinasa no 
considerada y también descrita en la bibliografía como causante de la 
fosforilación de la Ser 10 de H3, como IKK o SAPK2 (Nowak y 
Corces, 2004), sería la implicada en la inducción por RA. 
Diversos trabajos señalan que el RA también es capaz de activar 
la ruta de la MAP kinasa p38 (Alsayed et al., 2001;Gianni et al., 
2006). Sin embargo, en las células SH-SY5Y no somos capaces de 
detectar esta activación, a pesar de que existen niveles apreciables de 
p38 y que sí se observa su fosforilación en respuesta a anisomicina 
(Figura 25). La ruta p38/MSK1 activada por el RA en células MCF7 
y MEF tendría como papel la fosforilación del receptor RARα para su 
reclutamiento al promotor junto con otros factores necesarios para la 
activación transcripcional (Bruck et al., 2009). En este mismo trabajo, 
observan que la línea de cáncer de mama SKBR3 no responde de esta 
forma y lo justifican por su resistencia al RA por la sobre-expresión 
del oncogén ERBB2/HER2 (Tari et al., 2002), pero éste no es el caso 
de las células SH-SY5Y, que sí responden al RA activando otras rutas 
que podrían sustituir a p38, como ERK/MSK1, que se ha demostrado  
fosforila al receptor al inducir con progesterona (Vicent et al., 2006). 
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2. DIVERSOS GRUPOS DE PROTEÍNAS NUCLEARES 
SUFREN CAMBIOS EN SU FOSFORILACIÓN POR EL 
TRATAMIENTO CON RA A TIEMPOS CORTOS 
Decidimos emplear una metodología de tipo proteómico con el 
objetivo de identificar dianas nucleares novedosas que varíen su 
fosforilación como consecuencia de las acciones extra-genómicas del 
RA. Primeramente, estudiamos el tratamiento con RA durante 30 
minutos, tiempo que consideramos adecuado para que se manifestasen 
los efectos de la activación de las rutas de señalización, como 
comprobamos al utilizar el anticuerpo que reconoce el motivo de 
fosforilación en sustratos de Akt (Figuras 15 y 16). El hecho de 
limitar el análisis a proteínas nucleares y fosforiladas permitía, además 
de reducir la complejidad de la muestra para facilitar el análisis, acotar 
el problema a aquellas proteínas que, en principio, podrían resultar 
más interesantes por ser las implicadas directamente en cambios en la 
expresión génica y ser diana de las cascadas de kinasas, aunque a 
riesgo de no considerar los intermediarios de estas rutas que llevan la 
señal hasta el núcleo.  
El empleo de la cromatografía de afinidad para purificar las 
fosfoproteínas resultó ser eficiente, como pudimos demostrar 
comparando las fosfoproteínas de los eluídos frente a las de la 
fracción no retenida mediante tinción específica de fosfoproteínas y 
anticuerpos que reconocen residuos de P-Ser y P-Tyr (Figuras 27 y 
28). Sin embargo, es bien conocida la dificultad de lograr una 
purificación completa ya sea de fosfoproteínas o fosfopéptidos, pues 
todos los métodos y kits existentes para tal efecto presentan sesgos 
(Bodenmiller et al., 2007b), y así en nuestro caso también hay una 
pequeña pérdida de proteínas fosforiladas. Los resultados posteriores 
nos llevaron a pensar que las proteínas multifosforiladas tenían más 
tendencia a ser retenidas en las columnas, mientras que aquellas que 
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poseen uno o dos grupos fosfatos podrían escapar en la fracción no 
retenida, como demuestra el hecho de que la gran mayoría de 
proteínas identificadas poseen varios sitios de fosforilación, o que en 
otros trabajos que utilizan igualmente esta metodología predominen 
también este tipo de proteínas (como por ejemplo, Kronfeld et al., 
2005;Puente et al., 2006). 
En nuestro primer abordaje proteómico basado en la 
comparación de fosfoproteomas nucleares mediante electroforesis 
bidimensional, identificamos seis proteínas que resultaban 
modificadas por el tratamiento con RA. Este bajo número de proteínas 
se explica en parte por las propias limitaciones intrínsecas de la 
electroforesis bidimensional (Rabilloud, 2002;López, 2007). Una 
limitación clásica de los geles 2D-PAGE con tinción de Coomassie es 
que las proteínas menos abundantes quedan enmascaradas frente a las 
más abundantes (Corthals et al., 2000), problema que puede ser 
solucionado con el prefraccionamiento y/o enriquecimiento de las 
proteínas de interés, como hemos hecho nosotros. Otro problema es 
que no se consideran las proteínas cuyo pI queda fuera del rango de 
pH, además que aquellas cercanas a los pH extremos no se resuelven 
bien. Algo parecido ocurre con las proteínas muy hidrofóbicas o de 
alto PM, difíciles de separar adecuadamente. Finalmente, están las 
distorsiones geométricas en el patrón de manchas debidas al propio 
proceso de electroforesis, que dificultan el proceso de comparación de 
geles al reducir la eficiencia del alineamiento automático de manchas 
por los paquetes bioinformáticos (Voss y Haberl, 2000;Rosengren et 
al., 2003). Este problema fue resuelto con el DIGE, donde las 
muestras marcadas con distintos fluoroforos son comparadas en un 
mismo gel bidimensional. 
Así, con el objetivo de mejorar y ampliar el número de proteínas 
identificadas, realizamos una segunda aproximación proteómica 
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cuantitativa consistente en un ensayo iTRAQ basada en un análisis 
LC-MS/MS. En general, las estrategias LC-MS han conseguido 
superar en rendimiento a los clásicos experimentos de electroforesis 
2D en el campo de la fosfoproteómica (Morandell et al., 2006), y de 
hecho el iTRAQ ya ha sido aplicado con éxito para obtener datos 
cuantitativos de fosfoproteomas (Sachon et al., 2006). Sin embargo, la 
idea más extendida es que las diferentes técnicas proteómicas son 
complementarias entre ellas, pues siempre presentan ciertas 
limitaciones. Así, aunque el iTRAQ es una de las más valoradas, 
también presenta inconvenientes, como una cuantificación poco 
precisa cuando los péptidos son de baja intensidad o los posibles 
errores que se pueden introducir al tratar las muestras por separado o 
por un distinto grado de digestión tríptica (Wu et al., 2006). 
Es necesario y de especial importancia que unos resultados 
proteómicos sean comprobados mediante el empleo de otras 
metodologías independientes. En este sentido, llevamos a cabo 
experimentos de validación a través de la comparación de los niveles 
de proteína en los fosfo-eluídos (Figura 32), westerns blot 
bidimensionales (Figura 33) junto con tratamiento con fosfatasa 
(Figura 34) e inmunoprecipitación seguida de incubación con 
anticuerpos contra residuos fosforilados (Figura 35). Además, 
también pudimos confirmar el resultado para la HP1 en el ensayo 
iTRAQ (Figura 37). Que dichos experimentos de validación 
resultaran positivos, nos permite dar una mayor solidez al resto de 
resultados obtenidos en los abordajes proteómicos. 
Para la comparación cuantitativa en los experimentos 
proteómicos, partimos de la premisa de que no existen cambios 
apreciables en los niveles totales de proteína dados los tiempos tan 
cortos, 15 y 30 minutos, de tratamiento con RA. Este hecho se ve 
ratificado en los western blots bidimensionales de validación, donde 
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no se detecta ninguna variación notable en los niveles globales de las 
proteínas estudiadas (Figura 33). 
Un resultado adicional proporcionado por el ensayo iTRAQ es 
la identificación de sitios concretos de fosforilación. Entre ellos, 
hemos hallado ocho no descritos previamente y dos que se asocian de 
forma estadísticamente significativa con el tratamiento con RA. Estos 
últimos, la Ser6 de hnRNP-A1 y la Ser125 de NPM, se han 
identificado recientemente como modificados por el tratamiento con 
rapamicina (Chen et al., 2009), un inhibidor clásico de la kinasa 
mTOR, que ya hemos descrito es activada por el RA. Además, el 
residuo Ser125 de NPM es un conocido sustrato de la casein-kinasa 2 
(CK2) y se cree que podría regular la función de esta proteína en el 
nucléolo (Chan et al., 1986). 
Idealmente, hubiera sido más correcto desde el punto de vista 
estequiométrico obtener los sitios concretos de fosforilación afectados 
por efecto del RA. Así, realizamos una purificación de fosfopéptidos 
con TiO2 y tratamos de cuantificar mediante iTRAQ. Sin embargo, 
este experimento no resultó exitoso, debido a las dificultades que 
presentan los fosfopéptidos en espectrometría de masa: alta 
hidrofobicidad que provoca pérdidas al cargar en columnas de fase 
reversa, efectos de supresión que disminuyen su ionización en 
muestras complejas y baja eficiencia de ionización/detección 
comparada con la de péptidos no modificados (Steen et al., 2006). 
Además, el espectrómetro de tipo Q-TOF, empleado para el iTRAQ, 
no resulta el más adecuado para fosfopéptidos, siendo más 
recomendables los de trampa iónica pues permiten la selección del 
péptido fosforilado de interés para su posterior secuenciación. 
Las proteínas que mostraron mayor incremento en su 
fosforilación pertenecen a la familia de las HMGB. Éstas actúan como 
factores arquitecturales de la cromatina, pero también participan en la 
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remodelación nucleosomal (Travers, 2003). Se sabe que promueven la 
interacción con el DNA de los receptores nucleares de hormonas, 
incrementado la activación transcripcional (Boonyaratanakornkit et 
al., 1998). Además, pueden ser reclutadas por RAR para promover la 
transcripción mediante el desplazamiento de la histona H1, la cual 
favorece el empaquetamiento de la cromatina (Nagpal et al., 1999).  
De modo similar, también se encuentran relacionadas con la 
regulación de la estructura cromatínica las histonas y la familia de las 
HP1. La diferente combinación de modificaciones post-traduccionales 
de las histonas genera un código que es interpretado por la célula para 
regular la expresión génica (Jenuwein y Allis, 2001) y en nuestro 
caso, las histonas H1.5, H3 y H4 sufren cambios en su fosforilación 
por el tratamiento con RA. Además, existen trabajos que dan especial 
importancia a un segundo código íntimamente relacionado con el 
anterior constituido por las modificaciones post-traduccionales de las 
HP1 (Lomberk et al., 2006), cuyas isoformas α, β y γ resultan 
fosforiladas según nuestros ensayos. Estos resultados son coherentes 
con trabajos publicados sobre las acciones no genómicas de la 
progesterona (Vicent et al., 2008;Quiles et al., 2009), donde se 
describe que en los promotores de genes diana para esta hormona, la 
fosforilación y acetilación de la histona H3 mediada por el receptor 
hormonal lleva al desplazamiento de la HP1 de la cromatina. Como 
nuestros resultados indican que la administración de RA lleva también 
a la fosforilación de HP1, este cambio podría contribuir igualmente a 
su desplazamiento. 
Otro punto de regulación lo constituyen la gran variedad de 
correguladores que actúan junto con los receptores nucleares en la 
regulación de la respuesta transcripcional. Un trabajo reciente 
relacionaba las acciones no genómicas del RA con la regulación 
transcripcional por fosforilación de los cofactores y del receptor RAR 
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(Bruck et al., 2009). En nuestros resultados, también encontramos 
diversos cofactores, algunos de los cuales destacan por participar en la 
corregulación del proceso de transcripción y splicing, como SAFB1 
(Nayler et al., 1998) y PSIP1 (Ge et al., 1998), entre las que están más 
fosforiladas, y el complejo NONO/PFS (Emili et al., 2002) y la 
helicasa DDX5 (Clark et al., 2008), entre las proteínas con 
disminución en su fosforilación. 
 
3. EL RA PARTICIPA EN LA REGULACIÓN DEL SPLICING 
Y LA TRADUCCIÓN A TRAVÉS DE LA ACTIVACIÓN DE 
RUTAS DE SEÑAL 
Las acciones extra-genómicas del RA también tienen como 
diana otras proteínas que son conocidas por participar en el proceso 
propiamente dicho de splicing de los pre-mRNAs. Así, entre las 
proteínas identificadas en el iTRAQ como modificadas en su 
fosforilación por el tratamiento con RA, un 41% de las fosforiladas y 
un 31% de las desfosforiladas están implicadas en splicing según el 
Gene Ontology (Figura 39). En concordancia, el ensamblaje del 
spliceosoma se ve afectado por la fosforilación de algunos de sus 
componentes (Mermoud et al., 1994) y también existen varios trabajos 
que ponen en relación las vías de señal activadas por señales 
extracelulares, como factores de crecimiento o insulina, y la 
regulación del splicing (para revisión, Shin y Manley, 2004;Blaustein 
et al., 2007). 
En una primera aproximación, tratamos de comprobar que 
efectivamente el RA era capaz de regular el splicing de un plásmido 
reportero habitual en este tipo de ensayos, el mini-gen de E1A. Los 
resultados mostraron que el RA altera el patrón de isoformas de 
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mRNA generadas a partir del E1A a través de un efecto dependiente 
de la ruta de PI3K/Akt, pero no de la MAP kinasa ERK (Figura 41). 
Tratando de acotar el problema, decidimos centrar el estudio del 
splicing en las proteínas SR, ya que cinco de ellas (SF2/ASF, SC35, 
SRp20, SFRS7 y SRp30C) resultaban estar incrementadas en su 
fosforilación en respuesta al RA en el ensayo iTRAQ. Sin embargo, el 
reportero de fibronectina que utilizamos para tratar de identificar 
efectos en el splicing dependientes de las proteínas SR, resultó no ser 
válido para nuestras células SH-SY5Y (Figura 42). Por otro lado, los 
experimentos encaminados a averiguar el mecanismo por el cual el 
RA sería capaz de regular el splicing sí que mostraron un papel de las 
proteínas SR, ya que la unión de SF2 y SC35 al mRNA (Figura 43) y 
la interacción de SF2 con U1 snRNP70 (Figura 44), otra proteína 
clave en el splicing, se ven alteradas por tratamientos cortos con RA. 
Estos experimentos nos permiten establecer una relación 
funcional entre las acciones no genómicas del RA y el splicing, pero 
serían necesarios más experimentos para establecer los mecanismos y 
consecuencias derivadas de dicha relación. Así, las distintas proteínas 
SR pueden tener efectos antagónicos en la regulación del splicing de 
determinados genes (Jumaa y Nielsen, 1997;Gallego et al., 1997). 
Además, ratones knockout para ciertos factores SR, como SF2/ASF, 
SC35 y SRp20, causan letalidad en estado embrionario, indicando así 
un papel no redundante de estas proteínas y la importancia de la 
correcta regulación del splicing para el desarrollo embrionario (para 
revisión, Moroy y Heyd, 2007). 
Otro aspecto que requeriría un estudio más amplio es el papel 
que desempeñan las proteínas hnRNP-A/B, que al igual que los 
factores SR, resultan fosforiladas al tratar con RA durante 30 minutos. 
Estas proteínas son conocidas como antagonistas de las SR en la 
selección del sitio de splicing ya que, por ejemplo, hnRNP-A1 
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favorece el ss 5’ distal y SF2/ASF promueve el uso del ss 5’ proximal 
(Mayeda y Krainer, 1992;Eperon et al., 2000). Este hecho se podría 
explicar posiblemente mediante la identificación de los sitios 
concretos de fosforilación para conocer si son activadores o 
inhibidores y de los genes específicos cuyo splicing es regulado por 
cada una de estas proteínas. 
Entre las posibles estrategias que permitirían ampliar el estudio 
del splicing con el objetivo de hallar soluciones a estos interrogantes, 
se encontrarían los microarrays de splicing alternativo, para un 
análisis general de los genes afectados por el tratamiento con RA, y 
también la técnica CLIP (crosslinking e inmunoprecipitación), de gran 
utilidad para identificar in vivo los RNA diana de un factor de splicing 
concreto mediante una IP con anticuerpos específicos (Ule et al., 
2003). 
Tras el splicing, el siguiente punto de regulación en la expresión 
génica tiene lugar a nivel del transporte de los mRNAs del núcleo al 
citoplasma, donde participan activamente algunas de las proteínas 
hnRNPs (Krecic y Swanson, 1999). En este sentido, estudiamos la 
localización subcelular de una de estas proteínas, la hnRNP-K, de la 
cual habíamos comprobado su fosforilación en respuesta al RA en 
western blots 2D y que es capaz de moverse entre el núcleo y el 
citoplasma. Al añadir RA, la hnRNP-K sufre un cambio rápido en su 
localización, redistribuyéndose homogéneamente en el núcleo y 
movilizándose hacia el citoplasma. Este resultado no sólo se puede 
asociar con el transporte del mRNA, sino que además hnRNP-K en el 
citoplasma es capaz de regular la traducción de mRNAs que poseen 
elementos DICE (Ostareck et al., 1997;Ostareck-Lederer et al., 2002). 
Además, otros tres indicios nos hacen pensar que los efectos 
extra-genómicos del RA pueden desempeñar un papel importante en 
la regulación de la traducción: la activación de las kinasas mTOR y 
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p70S6, que participan en la activación de la iniciación de la traducción 
(Holz et al., 2005); la implicación directa de algunos factores SR en la 
regulación traduccional, como SF2/ASF (Sanford et al., 2004) y 9G8 
(Swartz et al., 2007); y el control de la síntesis de proteínas descrito 
para el RA en un efecto mediado por RARα en neuronas del 
hipocampo (Chen y Napoli, 2008;Chen et al., 2008) y en plasticidad 
sináptica (Maghsoodi et al., 2008). 
La proteína SF2/ASF participa en la regulación de la traducción 
mediante un papel dual. Por un lado, controla el splicing alternativo de 
los pre-mRNAs que codifican para las kinasas MNK2 (kinasa que 
interactúa con MAPK 2) y p70S6, promoviendo la generación de 
isoformas más activas, que mediante una mayor fosforilación de 
factores iniciadores de la traducción producen un incremento en la 
síntesis de proteínas (Karni et al., 2007). Por otro lado, SF2/ASF 
puede unirse a ciertas secuencias ESE de los mRNAs, reclutando 
entonces a la kinasa mTOR que fosforila a la proteína secuestradora 
4E-BP1, de modo que este inhibidor se libera del factor eIF-4E el cual 
queda así libre para el inicio de la traducción (Michlewski et al., 2008) 
(Figura 48). 
Consecuentemente, llevamos a cabo un ensayo mediante un 
plásmido reportero luciferasa (pLCS-EDA) para estudiar si el RA 
podía afectar a la traducción a través de un efecto dependiente de las 
proteínas SR. Los resultados mostraron que el tratamiento con RA es 
capaz de inducir la traducción y que este incremento está mediado 
tanto por la ruta PI3K/Akt como por la vía de la MAP kinasa ERK 
(Figura 46). Adicionalmente, también observamos que el RA 
favorece el inicio de la traducción al inducir la fosforilación rápida de 
4E-BP1, aunque este efecto sólo es dependiente de PI3K/Akt (Figura 
47). 
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Figura 48. Papel de SF2/ASF en la activación del inicio de la 
traducción. El factor SF2/ASF recluta a mTOR, que fosforila a 4E-
BP1 y a S6K1 (p70S6). Ésta última fosforila al factor de iniciación de 
la traducción eIF-4B. La forma MNK2b, producida por splicing 
alternativo inducido por SF2/ASF, fosforila a eIF-4E con el mismo 
objetivo de favorecer el inicio de la traducción (adaptado de Long y 
Cáceres, 2009). 
 
Nuestros resultados, con un aumento del 70% en la traducción 
en el tratamiento con RA, resultan coherentes comparados con otro 
trabajo en el que se empleó el mismo plásmido reportero con objeto de 
estudiar las funciones de las proteínas SR reguladas por Akt 
(Blaustein et al., 2005). En células epiteliales SCp2, la inducción con 
factores de crecimiento produce un incremento cercano a doble en la 
tasa de traducción, mientras el aumento es en torno al 50% cuando 
transfectaron un Akt constitutivamente activo. 
En nuestro caso, además observamos que, aparte de ser 
necesaria la activación de PI3K/Akt, algo esperado dado que es la 
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responsable de fosforilar a 4E-BP1 y es kinasa upstream de las 
proteínas SR, también se requería la inducción de la ruta de la MAP 
kinasa ERK. Así, algún mecanismo adicional dependiente de esta ruta, 
como pensamos podría ser la fosforilación del factor de iniciación eIF-
4E por la kinasa MNK1/2 que a su vez es activada por ERK 
(Pyronnet, 2000), también sería determinante en el incremento de la 
traducción por las acciones no genómicas del RA. 
 
4. CONVERGENCIA ENTRE ACCIONES GENÓMICAS Y NO 
GENÓMICAS DEL RA EN LA EXPRESIÓN GÉNICA 
Los resultados descritos en esta Tesis Doctoral contribuyen a 
reforzar la idea de que las acciones genómicas y no genómicas de los 
receptores nucleares de hormonas están integradas y convergen en 
múltiples niveles de la regulación de la expresión génica para generar 
una sola respuesta (Figura 49). A nivel de la transcripción, las 
acciones genómicas clásicas desencadenadas por los receptores unidos 
a los promotores de los genes diana, son potenciadas por los efectos 
no genómicos sobre la remodelación de la estructura cromatínica y el 
reclutamiento de cofactores, incluyendo también la fosforilación del 
propio receptor. A nivel de splicing, además de la regulación co-
transcripcional, dependiente del receptor unido al DNA, la 
convergencia también se produce en el control del splicing a través de 
la modificación mediante fosforilación de la actividad de los factores 
de splicing unidos al pre-mRNA, a partir de la activación de cascadas 
de señalización. Finalmente, a nivel de traducción, las acciones no 
genómicas participan en la regulación de la iniciación de la traducción 
de mRNAs específicos, implicando eventos dependientes de la 
inducción de vías de señalización. 
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De este modo, el siguiente reto que se podrían plantear en el 
estudio de las acciones extra-genómicas independientes de 
transcripción del RA, sería la identificación de los genes y mRNAs 
endógenos cuyo splicing y traducción, respectivamente, estarían 
siendo afectados por un efecto rápido del RA. Además, igualmente 
relevante sería la descripción de los mecanismos moleculares 
concretos en los que se fundamenta la regulación ejercida por el RA 
































Figura 49. Esquema resumen de la convergencia entre las acciones 
clásicas y no genómicas del RA en la expresión génica. Nuestros 
resultados junto con otros trabajos ya publicados, indican que las 
acciones no genómicas pueden influir en la respuesta transcripcional 
clásica a diversos niveles: remodelación de cromatina, reclutamiento de 
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En esta Tesis Doctoral se han estudiado los cambios en la 
fosforilación de proteínas producidos por las acciones no genómicas 
del ácido retinoico con el objetivo de intentar comprender cómo se 
integran con las acciones genómicas durante la respuesta celular. El 
conjunto de resultados expuestos en el trabajo permite obtener las 
siguientes conclusiones: 
 
1.- El tratamiento con RA a tiempos cortos es capaz de inducir la 
activación de la vía PI3K/Akt, transduciendo la señal a través 
de algunos de sus sustratos downstream, como las kinasas 
mTOR y p70S6.  
 
2.- La inducción de la vía de la MAP kinasa ERK1/2 por RA se 
produce de modo independiente a la ruta PI3K/Akt y causa la 
fosforilación de la kinasa MSK1. En cambio, la MAP kinasa 
p38 no resulta activada por el tratamiento con RA. 
 
3.- La comparación de fosfoproteomas nucleares de células 
control y células tratadas a tiempos cortos con RA mediante 
técnicas proteómicas nos ha permitido identificar 63 proteínas 
que son modificadas en su estado de fosforilación debido a las 
acciones extra genómicas del RA. Además, estos cambios han 
podido ser validados para algunas de estas proteínas a través 
del empleo de otras metodologías. 
 
4.- Los cambios en la fosforilación inducidos por el RA ocurren 
principalmente en proteínas que se pueden agrupar en dos 
familias: aquellas que participan en transcripción y la 
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remodelación de la estructura cromatínica y las relacionadas 
con el procesamiento del mRNA, y dentro de ellas, sobre todo 
las implicadas en el splicing. 
 
5.- El RA a través de la activación de la vía de PI3K/Akt regula el 
splicing alternativo. El mecanismo molecular podría implicar 
alteraciones en la unión al mRNA de algunas proteínas SR y la 
promoción de la interacción de la proteína de splicing 
SF2/ASF con U1-70K. 
 
6.- La proteína hnRNP-K, implicada en varios procesos post-
splicing, sufre una redistribución rápida en su localización 
subcelular en respuesta al tratamiento con RA. 
 
7.- El RA desempeña un papel en la regulación de la traducción a 
través de la activación de las rutas de PI3K/Akt, implicada en 
la fosforilación de 4E-BP1, y de la MAP kinasa ERK, 
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MANCHA nº 2 
 
Identificada como: H15_HUMAN; Histona H1.5 (Histona H1a) 
Número de acceso: P16401 
Score: 70 
Porcentaje de secuencia cubierta: 12% 
Péptidos coincidentes en rojo: 2 
 
1     SETAPAETAT PAPVEKSPAK KKATKKAAGA GAAKRKATGP PVSELITKAV  
51   AASKERNGLS LAALKKALAA GGYDVEKNNS RIKLGLKSLV SKGTLVQTKG  
101 TGASGSFKLN KKAASGEAKP KAKKAGAAKA KKPAGATPKK AKKAAGAKKA  
151 VKKTPKKAKK PAAAGVKKVA KSPKKAKAAA KPKKATKSPA KPKAVKPKAA  
201 KPKAAKPKAA KPKAAKAKKA AAKKK 
 
37 - 48     ATGPPVSELITK 
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MANCHA nº 3 
 
Identificada como: HMGB1_HUMAN; Proteína del grupo de alta 
movilidad B1  (HMG-1) 
Número de acceso: P09429 
Score: 368 
Porcentaje de secuencia cubierta: 67% 
Péptidos coincidentes en rojo: 13 
 
1    GKGDPKKPRG KMSSYAFFVQ TCREEHKKKH PDASVNFSEF SKKCSERWKT  
51  MSAKEKGKFE DMAKADKARY EREMKTYIPP KGETKKKFKD PNAPKRPPSA  
101 FFLFCSEYRP KIKGEHPGLS IGDVAKKLGE MWNNTAADDKQPYEKKAAKL  
151 KEKYEKDIAA YRAKGKPDAA KKGVVKAEKS KKKKEEEEDE EDEEDEEEEE  
201 DEEDEDEEED DDDE 
 
10 - 23      GKMSSYAFFVQTCR 
12 - 23      MSSYAFFVQTCR 
29 - 42      KHPDASVNFSEFSK  
57 - 64      GKFEDMAK 
76 - 85      TYIPPKGETK  
88 - 95      FKDPNAPK 
96 - 111     RPPSAFFLFCSEYRPK 
112 – 126 IKGEHPGLSIGDVAK  
127 - 140     KLGEMWNNTAADDK  
128 - 140     LGEMWNNTAADDK 
128 - 145     LGEMWNNTAADDKQPYEK 
154 - 162    YEKDIAAYR 
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MANCHAS nº 5 y 6 
 
Identificada como: HNRPC_HUMAN; Ribonucleoproteína 
heterogénea nuclear C1/C2 (hnRNP C1/C2) 
Número de acceso: P07910 
Score: 423 
Porcentaje de secuencia cubierta: 31% 
Péptidos coincidentes en rojo: 12 
 
1    MASNVTNKTD PRSMNSRVFI GNLNTLVVKK SDVEAIFSKY GKIVGCSVHK  
51  GFAFVQYVNE RNARAAVAGE DGRMIAGQVL DINLAAEPKV NRGKAGVKRS  
101 AAEMYGSVTE HPSPSPLLSS SFDLDYDFQR DYYDRMYSYP ARVPPPPPIA  
151 RAVVPSKRQR VSGNTSRRGK SGFNSKSGQR GSSKSGKLKG DDLQAIKKEL  
201 TQIKQKVDSL LENLEKIEKE QSKQAVEMKN DKSEEEQSSS SVKKDETNVK  
251 MESEGGADDS AEEGDLLDDD DNEDRGDDQL ELIKDDEKEA EEGEDDRDSA  
301 NGEDDS 
 
18 - 29      VFIGNLNTLVVK 
18 - 30      VFIGNLNTLVVKK 
31 - 42      SDVEAIFSKYGK 
43 - 61      IVGCSVHKGFAFVQYVNER  
51 - 61      GFAFVQYVNER  
65 - 89      AAVAGEDGRMIAGQVLDINLAAEPK 
74 - 89      MIAGQVLDINLAAEPK 
74 - 92      MIAGQVLDINLAAEPKVNR 
136 - 142      MYSYPAR 
136 - 151     MYSYPARVPPPPPIAR  
143 - 151      VPPPPPIAR  
190 - 198  GDDLQAIKK  
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MANCHA nº 8 
 
Identificada como: PABP2_HUMAN; Proteína de unión a 
poliadenilato 2 
Número de acceso: Q86U42 
Score: 71 
Porcentaje de secuencia cubierta: 32% 
Péptidos coincidentes en rojo: 7 
 
1    MAAAAAAAAA AGAAGGRGSG PGRRRHLVPG AGGEAGEGDP GGAGDYGNGL 
51  ESEELEPGEL LPEPEPEEEP PRPRAPPGAP GPGPGSGAPG SQEEEEEPGL 
101 VEADPGDGAI EDPELEAIKA RVREMEEEAE KLKELQNEVE KQMNMSPPPG 
151 NAGPVIMSLE EKMEADARSI YVGNVDYGAT AEELEAHFHG CGSVNRVTIL 
201 CDKFSGHPKG FAYIEFSDKE SVRTSLALDE SLFRGRQIKV IPKRTNRPGI 
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MANCHA nº 9 
 
Identificada como: H15_HUMAN; Histona H1.5 (Histona H1a) 
Número de acceso: P16401 
Score: 316 
Porcentaje de secuencia cubierta: 41% 
Péptidos coincidentes en rojo: 11 
 
1     SETAPAETAT PAPVEKSPAK KKATKKAAGA GAAKRKATGP PVSELITKAV       
51   AASKERNGLS LAALKKALAA GGYDVEKNNS RIKLGLKSLV SKGTLVQTKG 
101 TGASGSFKLN KKAASGEAKP KAKKAGAAKA KKPAGATPKK AKKAAGAKKA 
151 VKKTPKKAKK PAAAGVKKVA KSPKKAKAAA KPKKATKSPA KPKAVKPKAA 
201 KPKAAKPKAA KPKAAKAKKA AAKKK 
 
36 - 48      KATGPPVSELITK  
37 - 48      ATGPPVSELITK 
55 - 65      ERNGLSLAALK  
57 - 66      NGLSLAALKK 
67 - 77      ALAAGGYDVEK 
67 - 81      ALAAGGYDVEKNNSR  
88 - 99      SLVSKGTLVQTK 
100 - 111     GTGASGSFKLNK 
112 - 121      KAASGEAKPK 
130 - 139      AKKPAGATPK  
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ANEXO II. TABLA COMPLETA DE LOS SITIOS DE 
FOSFORILACIÓN IDENTIFICADOS EN EL ENSAYO iTRAQ 
Acceso Proteína Péptido identificado como fosforilado C Residuo 
Q9UIG0 BAZ1B VLVILLQ(Pho)TLLQDEIAEDYGELGMK 96 Thr661 
Q9NYF8 BCLF1 AEGEWEDQEALDYF(Pho)SDKESGK 99 Ser385 
Q96NB3 CCD16 KEEENAD(Pho)SDDEGELQDLLSQDWR 99 Ser351 
Q14839 CHD4 GSSGASVAAAAAAAVAVVESMV(Pho)TA(Pho)TEVAPPPPPVEVP 97 Thr242/ Thr244 
Q7L014 DDX46 AALGLQD(Pho)SDDEDAAVDIDEQIESMFNSK 99 Ser804 
Q6FI13 H2A 2-A GAPVYMAAVLEYL(Pho)TAEILELAGNAAR 98 Thr60 
    VGAGAPVYMAAVLEYL(Pho)TAEILELAGNAAR 99 Thr60 
Q8IUE6 H2A 2-B VGAGAPVYLAAVLEYL(Pho)TAEILELAGNAAR 99 Thr60 
P51858 HDGF AGDLLED(Pho)SPK 95 Ser165 
P09651 hnRNP-A1 (Pho)SESPKEPEQLR 99 Ser4 
    SE(Pho)SPKEPEQLR 99 Ser6 
Q14103 hnRNP-D NEEDEGHSNS(Pho)SPR 96 Ser83 
P61978 hnRNP-K IIPTLEEGLQLPSPTATSQLPLE(Pho)SDAVECLNYQHYK  99 Ser127 
P83916 HP1beta AD(Pho)SDSEDKGEESKPK 99 Ser89 
Q13185 HP1gamma SL(Pho)SDSESDDSK 99 Ser95 
Q9BQG0 MBB1A ALGGED(Pho)SENEEELGDEAMMALDQSLASLFAEQK 99 Ser775 
O00264 mPR EGEEP(Pho)TVYSDEEEPKDESAR 95 Thr178 
Q9H1E3 NUCKS KVVDY(Pho)SQFQESDDADEDYGR 99 Ser14 
P19338 Nucleolina KVVV(Pho)SPTKK 97 Ser67 
P06748 NPM DELHIVEAEAMNYEG(Pho)SPIK 95 Ser70 
    EAEAMNYEGSPIKVTLA(Pho)TLKMSVQPTVSLGGFEITPPVVLR  96 Thr78 
    CGSGPVHISGQHLVAVEEDAE(Pho)SEDEEEEDVK 99 Ser125 
Q9UKM9 Raly GRL(Pho)SPVPVPR 97 Ser135 
Q14498 RBM39 DK(Pho)SPVREPIDNLTPEER 99 Ser136 
Q15424 SAFB1 TDCEPVGLEPAVEQSSAASELAEASSEELAEAP(Pho)TEAPSPEAR  99 Thr340 
    TDCEPVGLEPAVEQSSAASELAEASSEELAEAPTEAP(Pho)SPEAR  97 Ser344 
Q14151 SAFB2 TDCEPVGLEPAVEQSSAASELAEASSEELAEAP(Pho)TEAPSPEAR  99 Thr339 
    TDCEPVGLEPAVEQSSAASELAEASSEELAEAPTEAP(Pho)SPEAR  97 Ser343 
Q13435 SF3B2 GSD(Pho)SPAADVEIEYVTEEPEIYEPNFIFFK 99 Ser339 
Q13242 SFRS9 G(Pho)SPHYFSPFRPY  95 Ser211 
O60264 SMAC5 GGPEGVAAQAVASAASAGPADAEMEEIFDDA(Pho)SPGK 99 Ser66 
Q13263 TIF1B AASAAAASAAAASAASG(Pho)SPGPGEGSAGGEK 99 Ser19 
P26368 U2AF2 EEHGGLIR(Pho)SPR 99 Ser79 
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ANEXO III. PROTEÍNAS EN CATEGORÍAS DE FATIGO 
 



















HP1 beta CBX1     
HP1 gamma CBX3 X  X  
HP1 alfa CBX5     
hnRNP A/B ROAA X    
hnRNP A1 ROA1 X X  X 
hnRNP A3 ROA3 X X   
hnRNP D0 HNRPD X  X  
hnRNP G HNRPG X X   
hnRNP K HNRPK X X   
hnRNP Q HNRPQ X X   
hnRNP A2 /B1 (*) ROA2 X X   
HMGB1 HMGB1 X  X  
HMGB2 HMGB2 X  X  
HMGA1 HMGA1 X  X  
SF2/ASF SFRS1 X X  X 
SC35 SFRS2 X X   
SRp20 SFRS3 X X   
SFRS7 SFRS7 X X   
SRp30C SFRS9 X X  X 
ARS2 ARS2     
BAF BAF     
GC1QBP C1QBP     
Drebrina DREB     
Proteína nuclear Hcc-1 HCC1 X  X  
Nucleolina (C23) NUCL     
Nucleofosmina NPM   X  
HRP-3 HDGR3     
PSIP1 PSIP1 X  X  
Proteína DEK DEK X  X  
Proteína RED RED     
Proteína SET SET     
Proteína unión RNA 8A RBM8A X X   
SAFB1 SAFB1 X  X  
U2AF2 U2AF2 X X  X 
Tropomiosina TPM3     
U1 snRNP70 RU17 X X   
SART1 SNUT1 X X  X 
37  25 15 10 5 
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HP1 beta CBX1 X   
HP1 gamma CBX3 X   
HP1 alfa CBX5 X   
hnRNP A/B ROAA  X  
hnRNP A1 ROA1  X  
hnRNP A3 ROA3  X  
hnRNP D0 HNRPD  X X 
hnRNP G HNRPG  X  
hnRNP K HNRPK  X X 
hnRNP Q HNRPQ  X  
hnRNP A2 /B1 (*) ROA2  X  
HMGB1 HMGB1   X 
HMGB2 HMGB2   X 
HMGA1 HMGA1   X 
SF2/ASF SFRS1  X  
SC35  SFRS2  X  
SRp20 SFRS3  X  
SFRS7 SFRS7  X  
SRp30C SFRS9  X  
ARS2 ARS2    
BAF BAF   X 
GC1QBP C1QBP    
Drebrina DREB    
Proteína nuclear Hcc-1  HCC1   X 
Nucleolina (C23) NUCL  X X 
Nucleofosmina NPM  X  
HRP-3  HDGR3 X   
PSIP1 PSIP1   X 
Proteína DEK DEK   X 
Proteína RED  RED    
Proteína SET  SET    
Proteína unión RNA 8A RBM8A  X  
SAFB1 SAFB1  X X 
U2AF2 U2AF2  X  
Tropomiosina TPM3    
U1 snRNP70 RU17  X  
SART1 SNUT1    
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DNA Helicasa 2 subunid 1  KU70 X  X  
DNA Helicasa 2 subunid 2 KU86     
RNA Helicasa DHX9 DHX9     
RNA Helicasa DDX39 DDX39 X X  X 
RNA Helicasa DDX5 DDX5 X X X  
RNA Helicasa BAT1  UAP56 X X  X 
RNA Helicasa nucleolar 2  DDX21     
hnRNP U HNRPU X X   
hnRNP U-like 1 HNRL1 X  X  
hnRNP A2 /B1 (*) ROA2 X X  X 
Proteína ribosomal L22 RL22     
BAZ1B BAZ1B X  X  
GTFII-I  GTF2I X  X  
Histona H3  H32     
Histona H4  H4     
RBBP4 RBBP4 X  X  
Lamina B1  LMNB1     
NONO NONO X X X  
Proteína nucleolar 5  NOL5 X    
NUMA1 NUMA1     
SFPQ SFPQ X X X  
Proteína homóloga RRP5  RRP5 X  X  
Proteína unión RNA Raly RALY X X   
SMARCA5 SMCA5 X  X  
Tubulina (cadena alfa)  TBA1A     
U5-200KD U520 X X  X 
Ubiquitina UBIQ   X  
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DNA Helicasa 2 subunid 1  KU70  X X 
DNA Helicasa 2 subunid 2 KU86  X X 
RNA Helicasa  DHX9 DHX9 X X X 
RNA Helicasa DDX39 DDX39 X  X 
RNA Helicasa  DDX5 DDX5 X  X 
RNA Helicasa  BAT1  UAP56 X  X 
RNA Helicasa  nucleolar 2  DDX21 X  X 
hnRNP U HNRPU X X  
hnRNP U-like 1 HNRL1 X   
hnRNP A2 /B1 (*) ROA2 X   
Proteína ribosomal L22 RL22 X   
BAZ1B BAZ1B  X  
GTFII-I  GTF2I  X  
Histona H3  H32  X  
Histona H4  H4  X  
RBBP4 RBBP4   X 
Lamina B1  LMNB1    
NONO NONO X X  
Proteína nucleolar 5  NOL5    
NUMA1 NUMA1    
SFPQ SFPQ X X  
Proteína homóloga RRP5  RRP5 X   
Proteína unión RNA Raly RALY X   
SMARCA5 SMCA5  X X 
Tubulina (cadena alfa)  TBA1A   X 
U5-200KD U520   X 
Ubiquitina UBIQ    
27  13 11 11 
